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コ ンドロイチン硫酸(cho ndr oitin sul 触e; CS)は , デル マ タン硫晩 - パリン, - パ ラン硫酸, ケラタ
ン硫 晩 ヒアル ロ ン酸とともに, グリコ サミノグリカン(glyco s a min oglyc an, GAG)に属する酸性多糖類で
ある.
c sは, 1 861年に Fis cherとBo edekerによっ て , 初めて軟骨から単離され[1],
"
cho ndr oit a cid”と呼
-
ばれた. その後, 硫酸 エ ステ ル を有することが明らか にされ【2], 軟骨(cho ndr o s)から単離された硫酸
基を含む多糖という意味で C Sと命名された[3]. 構造的には GalN Ac に GIcA がβト3結合した二糖
を構成単位とした繰り返 し構造をもつ 分子量約 5 Ⅹ lo
ヰ
- 5 Ⅹ 105 の 直鎖状多糖鎖を基本骨格とし
[4-6】, これ に GalNAc の C 4位または C6位, あるい は, GIcA の C2位 に硫酸が エ ステル結合した化
合物であるが, 硫酸基の 結合位置や結合数の相違によっ て バラ エ ティ
ー に富んだ異性体が存在す
ることが知られて いる[7,8].
Fig. Ⅰに各種 c sの構造を示す.
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c sは, 生体内で はガラクト - ス 2 分子及びキシロ ー ス 1分子 の橋渡し構造を介してセリン残基に
結合してタン パ ク質との 複合体, プロテオグリカン(pr ote oglyc an, P G)を形成し[9], 結合組織の 主要
構成成分として, コ ラ ー ゲン, エ ラスチン, ヒア ル ロ ン酸となどと共に細胞外 マトリックス の構成に関与
しており, 軟骨をはじめとして, 骨, 角膜, 勝取 皮膚, 尿, 血液など各種臓器や体液中に存在する
ことが知られて いる[10]. また, 構成二糖単位毎に硫酸基(-o s o3Na)とカル ポキシル 基が結合してお
り, 水 の存在下 では硫酸基とカル ポキシ ル基が - 0-S O3
‾
＋ Na
十
と-C O2
一
＋ Na＋とに解離し, 常にマイナ
l
ス に荷電している. P Gとして の C S鎖は常にマイナス に荷電することから反発しあい適度に分散する
ため, C S鎖は荷電に伴い 水との親和性が強くなり, 数千倍の 水を吸収してスポンジのような働きを示
し
, 保水性, クッ シ ョ ン性と柔軟性を発揮することになる.
また,P Gはタン パ ク質部位や G A G部位を介して様 々 な生体内分子と相互作用し, 細胞接着【川 ,
増殖[12], 分化[13, 14】, 細胞の機能や形態の 維持[15]などの 細胞表面における機能に関して, 重
要な働きを担うことが報告されて いる. 細胞接着を例にとると, PG は細胞外あるい は細胞膜内に存在
し, 他の マトリックス成分や, 成長因子, 膜受容体, 細胞内骨格系と相互作用している･ また, その
作用機序は PG の コアタンパ ク質構造や結合するG A G糖鎖構造に依存し, 接着をサポ
ー トするシン
デカン[16], 接着を強化するパ ー ル カン[17], 接着をマ スクするバ
ー シカ ン[18L 接着を妨害するヒ
ア ル ロ ン酸【1 l, 19]などが知られている･ これらの機能に つ いて , 分子レ ベ ルや細胞 レ ベ ル での解明
が期待されており, 近年, 活性発現機序がタン パク質のアミノ酸配列や G A Gの糖鎖配列として明ら
かとなるに つ れて , 糖鎖を基本とした新しい 医薬品の創製や生体工学 - の応用が濃 目されるように
なっ て いる.
c s に関して は, 鎖長 , 硫酸基結合数, 硫酸基結合部位によっ て異なる生理活性を有することが
指摘される[20-22] - 方で, 生体内における生理 的役割や存在状態に関して は依然として不明な点
が多い . Do r触 a n らは生 体内における C Sの機能として, 細胞外液の水分, 電解質の コ ントロ
ー ル
,
石灰 化 繊維化 創傷治癒, 肉芽形成などを揚げて いる[23], また, Take u chi, 01s e n, Jero nim oらは
癌や炎症の際に C S量が変動することを報告して いる[24-26]bS, それらの 作用機序の詳細に つ いて
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は明らか にされて いない . 更 に, C Sは分子量 の大きさゆえ消化器系からの 吸収 が困難と考えられる
ために, 経 口投与 における外因性 c sの 吸収 ･ 分布 ･代謝 ･排壮などの 体内動態や活性発現機構の
詳細に関する統 一 した見解がなく, 未だ多くの 仮定的要素を含んで いるの が現状である[27-33].
以上 のような c sの 有する生理的機能や, そ の作用機序が解明されない 問題 点の 多くは, C Sが
硫酸基の結合位置や結合数, 分子量などの 点で多岐に渡る構造をしている上 に, 生体試料中の 分
析が困難であることに起因している.
こ のような研究背景に鑑み, 本研究で 舶台めに, 生体試料中 CSの簡易微量分析法の 開発を試
一
みた(第 1章)[34]. 次に,C Sの 免疫担当細胞を介した活性発 現を考慮し, 抗原感作 マウス牌細胞に
おけるCS の免疫化学的活性に つ い て詳細に検討し,in vitro におい て全身性免疫系に及ぼす影響
を明らかにした(第 2章)[35】. 更に, C Sの経 口的摂取における生体調節機能を明らかにするために,
購与が予想される抗炎症活性および抗アレル ギ ー 括性につ い て検討を行っ た(第3章).
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第 且章
コ ンドロイチ ン硫酸の簡易微量分析法 の開発と体内動態分析 - の応用
第 1節 生体試料中コ ンドロイチン硫酸精製法 の確立
近年, リウマ チや関節炎などの炎症性疾患に対するC Sの薬理効果が注目され, C Sの示す様 々
l
な生理活性に関する研究が急速に展開されており[36-39], 生体試料中の CS分析ほその体内動態
を調 べ るために極めて 重要であると考えられる. また, c sの糖鎖構造の 差異はそれらの有する生理
活性に反映すると考えられて いるが, これらの機能を明らかにするためには, 生体試料中csを高感
度で 正確に 同定, 定量する分析法の 確立が必要となる.
糖鎖 工学の進歩によっ て, G A Gを化学的に分析する方法論が確立され つ つ ある. しか しながら,
糖鎖の 構造が複雑多岐にわたるため , 低分子 の 合成医薬品と比較すると化学的に定量することが
困難な場合が多い . これまで に報告された生体試料中 G A Gを測定するための 化学的な分析法が
少ない 理 由として以下 の 点が指摘できる.
(1) G A Gが生体の構成成分であるため, 外因性 c sを内因性 c Sと区別しなければならない ･
(2) G A Gが硫酸化されて いるため, 他の 生体成分と静電気的に結合し易く, 生体試料から定量
的に抽出することが困難である.
(3) G A Gが構造的に複雑か つ 微量であるため, 高感度で特異性の高い 分析嫁が必要である･
血液及び尿中に存在するC Sを定量するための分析法につ いては, これまで数種報告されて いる
[40-44]. 尿中に内在する C Sは分子 量の分布が多様であるため, 尿由来 cs の 回収法は塩化セチ
ル ピリジ ニ ウム(C P C)の ような陽イオン性物質との 不溶性複合体の 形成が有効であるとされて いる･
一 方で, 血 紫中に存在するC Sは,inter- a -trypsininhibito rと共有結合した鎖長が約6,000に整っ た
分子量を有する, 硫酸化度の 低い C S であるため, その 回収に陽イオン性物質との 複合体形成を利
用すると, 回収効率が低下して 正確な定量が困難となり, 従来の前処理法は不充分で, 新しい 方法
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の 開発 の 余地があると考えられる. また, 従来の 前処理法は煩雑な操作行程に熟練した技術を要す
ることから再現性が低く, その行程に長い時間を要する. 更 に, 分析に用 いる生体試料量の 微量化
も代謝研 究の 面から要 求が高く, Toyodaらによっ て確立された高感度ポストカラム HPLC 法【40, 41]
を用 い た定量分析に適用 可能な, 簡便でか つ 微量な生体試料を前処理するための 分析法を確立
することが待望されて いる.
そこで筆者は生体試料中 c sを定量するのための前処理 法を検討し, 限外漉過膜を利用した簡
易微量分析法の開発を試みた.
1項 限外櫨 過膜を用 い た 幽 捜製
血中 c sの 存在は古くから報告されて いるが, 量的に僅か で, 大量 の血紫タン パ ク質が共存する
ために分離定量と構成成分の質的同定は困難を極めた. 1955年, Badinらは血紫10 mLをリン酸緩
衝液中で透析して得られた沈殿物中に, G A Gが存在することを明らか にし【42】, 以後, 主としてこの
方法やこの方法の 変法である Bolletらの 方法[43]により血寮中 G A Gが単離され, ウロ ン酸量として
示されてきた. しかしながら, これらの 方法はそ の処理行程に長期間を要し, 再現性も低く, 臨床的
に 応用 し得る方法とは言 い難 い . また, Cahtro ni らは, 20 m L の血液を EDTA で処 理した後,
E C T E O LA _Cellul. s eを用 い てNaCl で溶出する方法を検討した[44]. しかし, この方法も多量の血液
試料を必要とするため, 実験動物を用 いた c sの 吸収, 分布, 代軌 排壮に関す亭研究にこの方法
を応用することは難しいと考えられる. Em u raらは500LILの 血清を用 いた GA Gの簡易定量法を報告
した[45】. この 方法は共存するタン パ ク蜜を除去する操作に, 従来のトリクロロ 酢酸に代えて , 高濃
度の NaCl水溶液中で酸性条件下煮沸する方法を用 いて いるため再現性の 良い方法となっ て いる･
また,Im a n ariらはこの 方法を応用して, 試料量の微量化を試み, 1 0 pL の 血祭中からC Sの精製を
可能にした[46].
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迦 [45]
Em u r aらにより提案された従来の 血衆試料中 c sの精製法をFig. ト1に示す.
すなわち, 血紫試料に非特異的タンパ ク質分解酵素を加 えてタン パク質を消化し,10 %NaClを含
む15 m M 酢酸を加 え, 煮沸, 遠沈にて除タン パ クし, 上清をo.1M 水酸化ナトリウムで中和させた後,
酢酸ナトリウム飽和 EtOH によっ て C Sを沈殿させた. その沈殿物に30m M NaClを含む 0.015 %
c p cを加 えて C S-CPC複合体として沈殿させ , 更にEtO H沈殿で洗浄した沈殿物を凍結乾燥させる
I
ことで GAG を粗精製した . 血紫試料量は処理 の 煩維さを考慮し100pLを用い た.
以上 の操作は, CP Cや
エ タノ ー ル を用 い て沈殿
を繰り返す煩雑な操作が
多 い ことから, 処 理 に長
時間を要し, 再現性も得
難く, 比較的多量 の 試料
を要するという欠点が指
摘されて いる. ゆえに, 精
度 の よい 簡易微 量 分析
方法の 開発が求められて
いる.
そこで本項は, 簡便化,
迅速化, 微量化を目的と
した生体試料中 c sの新
たな分析法の開発を試み
た.
刑asm a 100pL
50 m M Tris- a c etatebuffer(pH 8.0)c o ntainingl% actinase 50トLL
in cubate at45
o
C for3 hr
15 m M ac etic acidc ontaininglO% NaCl
heatinboilingw aterbath for5 min
co olin w ater
c e ntrifuge at 2,300x gfbr15min
StlPe rn at nt
0.1 M NaO日
c old Eton s aturatedwith AcONa
keep at 4
o
C for1 hr.
c e ntrifuge at2,3 0 xgfor15 mirl
dec ant the supe m atant
thec entrifugaltubebyinv ersio nfわr5 min
o.o15% CPCsolutio n co ntaining30mM NaCl(37℃)
stando vernigthtatO℃
ce ntriRlge at 2,300xgfor15 min
Pr e cipitate
w ashtwice with 600トLLof EtO Hs aturatedwith NaCl
lyophilize
Cr ude G A Gs
400pL
360pL
40トLL
1.6mL
600トLL
Fig･ 且-1 Pr etr e atm c ntpr o c edtlr e Ofplasm afo rC San alysis
(CPC偲tO‡Ⅰpr e cipitatio n m ethod)
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地 道旦蹟製旦[34]
筆者が考案した新規血紫試料中 c sの 簡易精製法をFig. ト2 に示す.
すなわち, 血紫試料に非特異的タンパ ク質分解酵素を加 えてタン パク質を消化し, 1 0% NaClを含
む 15m M 酢酸を加 え, 煮
軌 遠沈に て 除タン パ ク
し, 上滴を排除限界分子
量 5,000の 限外櫨過膜上
で 0.I M水酸化ナトリウム
で中和した後に遠心滅過
し, 更 に Tris- HCl緩衝液
で洗浄し, G A Gを粗精製
した . 血紫試料畳 は限外
嬢過 膜 の 保持容積 , 嬢
過特性を考慮し25トLLを
適量とした .
刑 a s m a
5 0mM Tris-a c etatebu胎r(pH 8.0)co ntainingl% actin as e
inc ubate at 45
o
C fo r3 hr
1 5m M acetic acidco nt.10% NaCl
heatin boiling w aterbath for5 min
c oolin w ater
ce ntri fuge at2,3 0 xgfbr1 5min
25トLL
4 5トtL
200pL
S叩 C F n a蝕 nto n Ⅶ1tr afutr atio n m e mbra n e l$OLIL
0.1 M NaO H 20トLL
ce ntrifuge at2,300xgfor15 min
w ashtwice with 50LILoftris- H Cl buffer
ce ntrifuge at2,300x gfor15 min
change with a n ew vial
Cr Ⅶde G A Gs on tltr ar1祉r atio n m e mbra n e
Fig･ 1- 2 Pr eiT e atm entPr O C e血 re ofpla s m afo rC Sa n alysis
(Ⅶlir arlltr aiio n m ethod)
&
精製した G A G中の C Sを特異的に酵素分解して, 非還元末端に不飽和の - キ ス ロ ン酸残基を含
む 二 糖を生成するには, コ ンドロイチナ - ゼ A BC あるい はコ ンドロイチナ - ゼ ACII. が用 いられる･
本研究で は, 血簾中に CS- B は存在しないため, コ ンドロイチナ
- ゼ ABC を用 い て酵素分解を行っ
た. C Sに対するコ ンドロイチナ - ゼ A B Cの至適 pH は8.0 であり, 反応時間が 120分以上で ほぼ
100 %の C芦を不飽和 二糖に分解すると報告されて いる【47]･ そこで , 定量法としての簡便性とCS か
らの 生成率を考慮して Koda m aらの方法【48]に従い ,Fig. 1-3 に示した換作によりG A G からCS由来
不飽和 二糖を生成し, 高感度ポストカラム H PLC 法【40,41】を用い て定量した ･
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GAGs sohAtio n(o nthe 肋 cr) 20pL
また
,
この 限外減退膜を用 い た精製
法を確立するにあたり, 以 下に示す 2 点
に つ い て検討した .
0.2 M Tris-frCl buffer(pH 8.0) 20トLL
0.1 U Cho ndroitin as eABCs olutio n lOトLL
ADi-UA2S(as anintern alstandard) 10pL
incubate at3 7
o
C for3 hr
(ce ntr汎ge at2300 xgfbr15 min;
ultr afiltration m ethod)
Sllbmit to 皿 PL C
Fig. i-3 Pro ce血 r cfor e n zym如icd最ge siiom ofGAGs I
象限生避退塵里逃逢隈星
精製に用 いる限外漉過膜の排除限界分子量を5,000, 10,000, 及び 30,000の 3積を用いて添加
回収試験を行い , 至適膜を検討した. その 結見 排除限界分子量が 5,000の限外嬢過膜を用い た
精製が最も優れた回収率を示 した. 本試験に用 い た添加 c s- A 及びウシ血祭中 c sの分子量が
5
,
00 0 以上であることを踏串えると, 精製に適した限外渡過膜の排除限界分子量が容易に判断でき
る. この精製法の 利点は 目的化合物により限外嬢過膜の 種類を適宜変更できる点であり, 分子量の
異なる様々 な生体中試料分析に応用できる可能性を有して いると考えられる.
塾温灸渡退避連盟基盤逸塗盗盤
限外櫨過膜を用 い た精製法にお いて , 膜上にトラップした血紫中c sの洗浄に用 いる溶媒の膜通
過特性を検討した. すなわち, 水,EtO H,0.O15 % CPC, Tris-H Cl緩衝液を対象に, 遠心わ膜通過 時
間, 洗浄後の 回収 率, 及び得られるクロ マ げ ラム の共雑ピ
ー クの に つ いて検討した･ 膜通 過特性
は遠心に EtO Hが最も長時間を要し, 他の溶媒はほぼ同等であっ た. 得られるクロ マトグラム は各溶
媒間に大差はなく, 最終的に回収率から判断して , 試料の 洗浄には 廿is-H Cl緩衝液を用 いることに
した .
c hapter1
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監墓 地 逃塵
Em ur aらによるCPC侶tOH沈殿を用 い た精製法【45]と, 筆者が考案した限外嬢過膜を用 いた精製
法[34]の 有用性を比較する目的で, 血紫試料に対するCSの添加回収 実験を行っ た. 得られた定量
値及び回収率をTable1-1に示す.
そ の 結果, 限 界滅過膜を用 い た精製法の 回収率は 95%以 上と良好な数値を示 した . 一 方,
cpc/EtOH 沈殿を用 いた精製法の回収率は 77%前後にとどまり, 限外櫨過膜を用いた精製法の有
用性が示された. CPC/EtO H沈殿を用 い た精製におい て,A D トOSの 回収率が低い ことは, 硫酸基欠
除による GAG-CPC 複合体形成効率の低下によるものと考えられる. また, 再現性 にお いても従来
の精製法と比較して 同等の 値が得られた.
Tab且e1-1 Co mpa ris o n of Re c ove ryE fr)cie n cy of Spiked C ho ndr oitin Sulfate A
&o m 別 o od 刑a sm abe紬 eenthePr e s e ntand thePr c vio tlSa M ethods
Pre s e nt m ethod Pre viousmethod
Spiked C S
- A
sa mple Disaccharide (p g/mL) Fou nd(pg/mL)
c Recov e ry(%) Found(p g/m L)a Recov ery(%)
Pla s m a 0 1 0.50 ± 0.4 0
AD i_OS 6.70 j= 0.5 8
△D i_4 S 3.53± 0.2 3
△D i_6 S 0.24 ± 0. 2
9.6 7± 0.32
5.69 ± 0.4 5
3.72± 0.33
0.26 ± 0.02
Pla s m a 2.0
△D i-OS 0.1 2 ± 0.O l
△Di_4 S I.19 ± 0.0 4
A D i-6S 0.65± 0.0 3
12.4 0± 0.且od
6.81j= 0.72
4 .68± 0.35
0.85 ± 0. 7
9 5.0
91.7
96.6
93.8
ll.50± 0.20d 7 7.0
5.73± 0.52 3 3.3
4.7 9± 0.62 89.2
0.82 ± 0. 3 86.0
Plasma 20.0
A DトO S 1.22± 0.00
A D i-4 S l l.80 ± 0.20
△D i-6 S 6.56 ± 0.1 0
30.00± 0.40d
7.87± 0.6 5
1 5.20 ± 0.54
6.75± 0.25
97.5
95.9
98.9
99.2
2 5.40± 0.3 0d 77.2
6.59± 0.26
12.60 ± 0.32
5.87± 0.24
73.8
75.4
85.5
a Ref.[34].A Ref.[45].
c
n - 5, Me an±SD . , Detectio nlimit is100pg(S/N=3)･
･IBec a usethe spiked chondroitin sulfate chains co ntain n oto nly
-O S, -4S,a nd -6S disac charide u nitsbutals odisulfated disac charideu nits,
the sedata w ere correctedastotalam o u nts ofdisa ccbaride u nits.
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また, Fig. 1-4に示すように , クロ マトグラム に関しても共雑ピ ー クが主ピ - クに重なることはなく, 同
等の 水準が得られた . 従 っ て , 限外漉過 膜を用 い た精製法は換作が簡便な上, 再現性が得易く,
血祭試料中 cs の 精製により適した方法であると考えられる. また, 従来法で約 2 日要した精製処理
時間は, 煩雑な換作を簡略化することが可能となっ たために約半日と大幅に短縮され, 生体試料分
析の 迅速化に 寄与する方法であると考えられた .
A 凝 灯
3 4 3
4
2
3
HHH HIH H H IH H
乱n 扮 Ln 申
サ叫 中一 印
HIH HH H H,1 H 事H
亀n 伊 u7 母
中一 サ ー 印
Retemtio nせim e(man)
H HI81 H HJI H H 書手I
bT) 伊 In 申
中一 サー m
Fig･ i-4 C hro m atogra m s ofthe u n s atu r ated disa ccharide spr epa red fr o m
bo vin epla s m a o nthepostc olu m nⅠ‡P LC･
(A)Standarduns aturated dis accharides･
(B)Uns aturated dis accharidesprodu ced &o mbo vin eplas m a
bythe us e ofprevio us m ethodand(C)pr es entm e也od･
pe aks:1
,
A D i-OS;2, ADi-4S;3, A Di-6S;4, ADi
-U A 2 S(as anI･ S･)
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2項 試料微量化の_検討
次に, 血 紫試料畳 の微量化を試みた. 分析の 検出限界 は主 にポストカラム 誘導体化を用 い た
H PLC 法の検出感度に依存するとはいえ, 分析に要する血紫試料畳も深く関与して い る. Table 1-2
に異なる血紫試料畳を用 い た血紫中の 内因性 c sの分析結果を示した. 血紫5トL で得られた定量
値は, 血購50卜Lを用 いたときとほぼ同等であっ た .
従来の CPC/EtO H沈殿法は, 煩雑な血寮 c s精製行程に熟練した技術を要するの みならず, 比
較的多盈 の 血紫試料(100pL)を要する. 従 っ て C PC/EtOtJ沈殿法は C Sのような外因性, あるい は
内因性化合物の 薬物動態的研究 - の 応用が困難であっ た . 対照的に筆者が考案した分析法は極
めて微量の 血膝試料(<10LLL)で前処 理が可能となり, マ ウスなどの小動物を用いた c Sの薬物動態
研究を行う際により適して いると考えられた.
Tab且e1-2 E 軌ctof Sa mplingVolu m efo rDete r minatio nofPlasm a C ho ndr oitin Stl fate
Con c e ntr atio n(pg/mL)a
Volu m e Relativ e v alu e
b
(pL) A Di-0S ADi-4S ADi-6S Total (%)
5 5.52 ± 0.3 2 3.70± 0.16 0.2 3± 0･04 9･45 ± 0･52 94･0
10 5.76 ± 0.36 4.13 ± 0.24 0.23 ±0.04 1 0.12 ± 0.62 100･7
25 6.15 ± 0.24 3.72 ±0.ll 0.18 ± 0･04 10･05± 0･38 100･
･
50 6.18± 0.33 3.75 ± 0.21 0.18 ± 0･03 10･11± 0･42 100･6
･
a
n - 3. M ean j= s.D .
bTotalvalue obtain ed丘･o m2 5トLLblo odplasm a w asdesignatedaslOO %･
ll Crwptc r1
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3項 尿試料 - の応用
尿は 血液と異なり, タン パク質の 含量が比較的少ないため, 試料中に含まれる G A Gの 精製には
尿試料を直接カラム に吸着させるか, あるい はCPCなどの第4級アン モ ニ ウム塩を加 えて G A G-CPC
複合体として沈殿させる精製方法が多く用 いられる.
尿 は , 個体差, 目差により, 尿中塩浪度に変動が静められる. CPC で尿中G AGを沈殿させるには
塩濃度が問題となり, 無塩の 状態では GAG-C PC間の結合が充分ではなく, 塩濃度が高いと解離す
ることが知られる. また, G A G-CPC 複合体よりGA Gを精製するには, G A G水溶液に 3 - 4倍量 の エ
タノ ー ル を加 え, 低 温 に長時間放置して G A Gを沈殿させる常法が用 い られる . こ の 方法は
G A G-CPC複合体から G A Gを単離するために, C PCをエタノ ー ル に溶解させることを利用する方法
である. 尿試料中 G A Gの精製は上記のような沈殿捕集により単離する方法が古くから用い られてき
たが, 血液中 G A Gの精製同様, 操作が煩雑である上 に処理行程に長時間を費やすため, その簡
易迅速分析系の確立が望まれて いる. Shin o miya らは, セ ル ロ
ー スカラムを用 い て選択的に尿中
G A Gを単離した[49】. この方法は, 尿中にC PCを加えてセ ル ロ
ー スカラム に負荷し, G AG-C P C複合
体を吸着させ , 塩化ナトリウム飽和 EtO H溶液を用いて C P Cの みを溶出させた後, 蒸留水を用い て
G A Gを溶出する方法である. この 精製法は, 従来の精製法に比 べて簡便で , 操作の 全てをセ ル ロ
- スカラム上で行うために損失を最小限に抑えることができ, 定量性が向上したて しかしながら, その
操作行程には長時間を要する. 町rin eon ult
r arltr ation m e mbr a ne
そこで筆者は血衆試料と同様に, 限
外嬢過膜を用い てヒト尿中 c sの精製
に応用 した .
その 方法をFig. ト5 に示す･
ce ntri fuge at 2,300x gfor15 min
drainfltrate
w ashtwicewith100pL oftris-HCl buffTer
change withn ew vial
crllde G A Gs on ultrafiltr atio n m e mbra n e
50pL
Fig･ 1
-5 Pr etr e atm e ntpro c edtlr e OfⅦrin efo rCS a n alysis
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添加 回収試験を行 い, その 有用性を検討したところ, Table1-3 に示すように , 尿試料50トL に外
因性 C Sを添加時の 再現性は<5%(n-3), 回収率 は 90%以上で あり, 優れた定量性が認められた･
更 に, 限外櫨過膜を利用したことにより, その操作行程は約 1 時間と格段に迅速化され, 限外埴過
膜を用いた精製法は, 尿試料にも応用し得ることが示された .
Table1-3 Rcc o v eryE侃cic n cy ofSpiked C ho ndr oitin SulEate A 免
･
o m Urine
Pres ent m ethod
Spiked CS- A
sa mple Dis ac charide (LLg/m L) Fo u nd(pg/mL)
a Rec o v ery(%)
町rim e 0 4.80j=0.16
A Di_OS 1.61± 0.32
△Di_4S 1.64 ± 0.08
A Di_6S 1.41± 0.02
urin e 2.0
ADi-OS 0.12± 0.01
A Di_4S 1.1 9± 0.04
ADi～6S 0.65j= 0.03
6.67 士 0.4 4b
1.72± 0.25
2.73± 0.23
2.03 ±0.19
93.7
91.7
91.6
95.4
町rin e 20.0
ADi_OS 1.22 ± 0. 0
ADi_4S l l.80j=0.20
A Di_6S -6.56 ± 0.10
23.70± 0.GOB
2.79± 0.1 8
1 2.20 ± 0.70
7.93 ± 0.47
94.0
96.8
89.2
99.4
a
n - 3, Me a nj= S.D . , Dete ctio nlimitis100p g(SIN - 3)･
b Bothurinary andthe spikedcho ndroitin s ulfate chains c o ntain
n oto nly -O S, -4S, a nd -6Sdis a charide u nitsbutals odi
- and
tris ulfated dis ac charide u nits;the sedata w er e c o rr ectedastotal
a m o u nts ofdis a c charide u nits.
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第 2飾 外因性コ ンドロイチン硫酸の 薬理動態分析 - の応用
代謝的観点より, 生体内高分子化合物として の 多糖類は, その 単離精製及び構造解析が困難な
ため, 最近までタンパ ク質や脂質ほど注目を浴びることはなく, G A Gに関しても結合組織の静的な構
造維持 のための成分と捉えられがちであっ た. しか し, 近年の細胞生物学の 発展 によっ て新しい 観
点から見 直されるようになり, 血液凝固活性[50], 細胞接着阻止活性[11, 19], 神経突起成長促進活
性[51]が報告されるなど, その 生物活性を疑う余地は無い . 中でも, 近年, 変形性関節症やリウマ チ
などの 関節性疾患に対するCSの 有用性に関する研究は高揚を遂げている【52-55】. これらの知見で
札 加齢に伴う変形性関節症は関節軟骨の軟化損耗と軟骨周辺 の 組織増殖との 組み合わせ の像
は否定できないとするも, 軟骨 の C S量の 減少が問題 であるとされて いる. また, 関節性疾患が加齢
に伴っ て増加 することは周知の 事実であるが, この 変化を本質的な老成変化とする根拠につ いて は
必ずしも 一 致したもの は無い . 何れにせよ関節では軟骨の 変化が重要な意義を有するようであるが,
軟骨部位により, また, その解剖学晩 生理化学的性質により必ずしも同 一 ではなく, これらの 変化
に関する知織は豊富とは言 い 難い . これらの炎症性疾患に対し, C S経口摂取 によっ て痛み の軽減
の みならず, 関節軟骨まで再 生されるという治療的効果が注目を集めて いるが, 外因性 c sの吸 掛
代謝系に統 一 した見解はない .
このような背景に鑑み, 第2節は, 第1節によっ て確立した血紫中 c sの 分析汝を利用して , マウ
ス に C Sを経 口投与及 び静脈注射し, その体内動態を明らか にした･
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1項 経 口 投与旦呈よ基盤里塾塵
血衆中には GalN Ac の C6位が硫酸化された csが殆ど存在しないことが知られる. そこで, 投与
する外因性 CS に は GalNAc の C6位が硫酸化された二 糖単位を多く含む平均分子量 13kDa の
cs_c を用 い, 検出の 指標 には, コ ンドロイチナ - ゼ A B Cによっ て特異的に分解された不飽和二 糖
のAD ト6Sを用 い た.
ddY 雄性 マ ウス(6週齢)に対して C S- C を40 mg/kg(body w eig叫となるように単回経 口投与し,0,
5
,
15, 30分, 2, 4, 8, 12, 2 4時間後に マウス 眼底より採血し, 前節において確立された簡易微量分析
法を利用して, 投与した外因性 cs- c の体内動態を明らかにした ･
そ の結果 Fig. ト6 に示すように, 経 口投与にお いて 8時間で最大吸収を認め, コ ンドロイチン硫
酸の 血中 - の移行が観察された . しかしながら, その 量は極めて僅かで , 投与した貴から換算する
とl%に満たないことから,C Sの 消化管からの吸収が困難であることが示された･
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Fig･ I- 6 Va riations of C Sc o nce ntratio n afte r w ala
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-C, M w a v･ 13 kDa)as
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2項 静脈投与 による血 中動態
更に, 本法を利用して ,ddY 雄性 マ ウス(6週齢)に対して CS-C をI mg/kg(body w eight)となるよう
に静注投与 し,5, 1 5,30, 60分後に マウス 眼底より採血し, その 血中動態を明らか にした. 結果として,
Fig. ト7 に示されるように , コ ンドロイチン硫酸は血中に留まらず, その 消失速度が極めて速い ことが
示された .
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考察
筆者は 第 1 牽に おい て, 生体試料中 c sの 定量分析を目的とした限外減退膜を利用した簡易微
塵精製法を確立し, マウ スを用 い たc sの 血中動態分析 - 応用した.
筆者が考案した限外減退 膜法を用 いた生体試料中CSの 精製法 は, 従来の CPC 偲tOH沈殿を利
用 した精製法と比較して , 優れた定量性及び回収率を示した. また, 精製行程に要する時間は, 従
来法がC P C複合体形成に要するための 長時間の静置や凍結乾燥などの行程により, 約2日間費や
したの に対し, 限外櫨過膜法では煩雑な換作を省略し, C Sと爽雑物の分配が簡便に行うことができ,
約半日 で の 精製が可能となっ た . 更に, 限外減退 膜法は熟練した技術を要せ ずに良好な回収率,
再現性を得ることが示された . また, 従来法と比較して, 精製に用いる生体試料畳 が大幅に微量化
され , 極めて微量の 生体試料中に含まれるC Sの分析が可能となっ た ･
また, マ ウス に対して C Sを経 口及び静注投与し, 確立された分析法を利用して血中動態を明ら
かにした. そ の結果, 平均分子量13 k Da の C S-C は, 経口投与にお いて量的には僅かであるが投
与後 8 時間にお いて最大吸収を認 め, 静注投与 にお いてはその 消失速度が極めて速いことが示さ
れた. 一 般に, 薬物の 吸収昧 その 分子量に依存することが知られて いる･ また, 溶液として経 口投
与された薬物札 数多くの消化管の分泌物に曝された後に吸収されるが, その ためには pH や酵素
に対 し, 安定でなければならない ･ CS経口 投与 による吸収の 乏しさは, 全身循環系に移行するため
の 半透性細胞膜通過の 困難さに起因するものと考えられる･ その ため, C Sの 経 口的吸収促進には
D D Sを志向とした蹄形剤の検討が必要であろう･ また, C Sの 静注投与による消失速度の速さ晩 血
中に存在する C S結合因子が存在しないことに 起因すると考えられるため, 末梢組織におけ･る直接
的な活性発現は 期待できない . ゆえに, 経 口摂取によっ て血中に取込まれた僅か なC Sが局所にお
い て抗炎症活性を有するの であれば, 免疫系などの 仲介因子を介した活性発現機構が予想される
･
今後, 本研究によっ て確立された分析法により, 生体組織中の CSの存在形態, 内因性及び外因
性 cs の代謝経路を明確なものとし, 生体内におけるC Sの 存在意義や機能の 解明, 更には種
々 疾
病の 原因解明や治療法の 確立に役立 つ ことが期待される･
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# 2*
マウス牌細胞 におけるコ ンドロイチ ン硫酸の免疫化学的活性
第1飾 コ ンドロ イチ ン硫酸の 抗原感作マ ウス 牌細胞に及ぼす影響
c sは症候性神経痛, 腰痛症, 関節ブ乳 肩関節周囲炎などの炎症性疾患に対する処方薬(軌 1%
コ ンドロン 注 ⑥, 科研製薬株式会社; カシミタ ー ル
⑥
, 東和薬品株式会社; コ ンドロ ン A 注｢ウジ+
㊨
,
宇治製薬株式会社など)として罷可されており, その抗炎症効果は, 関節炎治療にお いて 臨床応用
されて いる. それら C S含有薬物の 投与形態は静脈内注射, 筋肉注射及び患部 - の直接港射が用
いられ, そ の作用機序は局所における結合組織成分の 生合成促進作用やタンパク質分解酵素の 阻
害によるもの で, 他の 抗炎症剤のようなェイコ サノイド(アラキドン酸)経路の 阻害メカニ ズムとは異なる
と考えられて いる【53, 56-58].
一 方で第 1章に示したとおり, 経 口的に C Sを摂取した場合には, 血
中 - の 移行が認められるもの の , その 量は僅か で, 消化器系からの 吸収 が困難であると考えられる
ことから,C S経 口投与による生理活性の発現には依然として不明な点が多く残されて いる･
生体の 生命維持は, 遮伝子, 物質, 細胞レ ベ ル で の複雑なネットワ
ー クによっ て正と負の 恒常性
が保たれ巧妙に制御されて いる. とりわけ, 神経系, 内分泌 系, 免疫系は, 生体が外部, 内部環境
の 変化に応じて 体内の ホメオスタシス を維持する機構として重要であり, 相互 に連関をして いること
は以前から想像されてきた . 神経あるい は内分泌系の 恒常性につ い ては古くから研究が行われてそ
の分子機構もかなり明らか にされているが, 免疫系におけるバランス 維持に関する研究は,
``
感染し
易い 体質
”
というような言葉で唆昧に片付けられ, その 実体につ いて は不明であっ た･ しかし, 最近,
免疫調節に重要な - ル パ - 丁細胞には2種類の細胞が存在して , それらの細胞が産生するサイトカ
イン の バラン ス によっ て細胞性免疫と体液性免疫が制御されて いることが明らか にされて いる･ この
免疫バランス ぱ
`
Tbl/Th2バランス
”
という言葉で呼ばれており【59-63], その バランス の 不均衡によっ
て数 々 の免疫痛が発症することが知られてきて いる･ Fig･ 2-1 に示すように, Thl/Tb2
バランス の制御
18 C
Gapte r2
第2章 マ ウス肺細胞におけるコ ンドロ イチ ン硫敢の免疫化学的活性
は主に T 細胞 の抗原認辞退程で T細胞や抗原提示細胞 から産生されるサイトカインによっ て制御さ
れている. しか し, 最近で は, Thl/Th2 バランス が遺伝的に支配されて いること【64]や, 神経系とも連
関して いること[65]が報 告されてきて い る. 従っ て, T hl/Th2バラン ス は免疫制御の 中枢として位置付
けられ, それが神 経, 内分泌 系と連 関して疾病発症 を制御する重要な因子とい えると考えられて い
る. 従 っ て, Thl/Th2バランス の制御機構の 解明は, 免疫病発症原因を考える上 におい て必須な課
題であるといえる. Thlrrh2バ ラン スは, 痩, 感染症, アレ ル ギ ー , 自己免疫疾患, 動脈硬化, ストレ
スと免疫, 妊 娠免疫, 移植免疫など, 列挙 しきれないほどの分 野にお い て重要な因子 である.
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そこで本研究は , CS の全身性免疫系 に及 ぼす影響を明らか にするため に o v albu min(O V A)感作
マ ウス 牌細胞を抗原 及び C S共存下 で培養し,C Sの 全身性免疫機構に及 ぼす影響を上清中に産生
されるサイトカイン量 , そ の m R N A発現量, 抗原特異的IgE抗体価, 及 び培養牌細胞 の表 面抗原 の
組成比を指標としてin viLn にお い て多角的に評価した .
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第1項___生 地 藍生塵
Balb/c マウスに OV Aを腹腔感作し,2次感作を施した翌 日に牌細胞懸濁液を調製した. in vitroに
お い て OV A(最終漉度, 1 0 ppm)で刺激した後に, 平均分子量 1 5kDa の C S-A を培地中に添加し
た. 培養温度37℃ , C O2漉度 5 %の条件下で培養を開始し, 経時的に上清及び培養細胞を採取し,
培地中に産 生される各種サイトカイン畳及び抗原特異的IgE 抗体価を ELIS A で定量した ･ 活性評
価は Thl 型のサイトカインとして IFN-†, Ⅰし2, Ⅰし12p40 を, T h2型の サイトカインとして Ⅰし4, IL-5,
lし10を用い た.
先ず, c s- A の 至適添加膿魔の検討を行っ た. そ の結果,Fig. 2-2 に示すように,C S添加 濃度が1
ppm のときに ,T hl型のサイトカイン であるIF N-y,IL-2産生の促進, Th2型のサイトカインであるⅠし5,
Ⅰし10産生 の抑制の 最も高い 活性が認 められたことから, 至適添加濃度を1ppm/w e11とした･ またサ
イトカイン は, そ の種類 により培地中に放出される速度が異なることが知られる･ 本研究で は最も高
い 産生畳を示した培養期間, すなわち,Ⅰし2 は3 日間, ⅣN-?,Ⅰし5,Ⅰし10は7 日間培養した上清中
の量で比較を行っ た. また, Ⅰし4 は各培養期間中における産生量が低く, ELIS Aの 定量限界である
10 pdm L 前後であることから評価に用いなか っ た･ また, IL
-12p40 は, 培地中に放出される速度が
速く(12時間), 再現性が得難いことから評価に用いなか っ た･
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また, 詳細は第2 牽第2 節にて後述するが, C S- A(平均分子量 15 k Da)と同等の分子量を有する
典型 的な中性多糖であるデキストラン(平均分子量 10.2 kDa)を比較対照化合物として等濃度添加し,
サイトカイン産生能を評価した . その 結果, Fig. 2-3 に示すように , C S添加群は 生理食塩水を添加し
たコ ントロ ー ル 群及びデキ ストラン添加群と比較して,IFN -γ及 びⅠし2の Thl型サイトカイン の有意な
増加 ,I L-5 及びⅠし10の Th2 型サイトカイン の有意な減少が認められた.
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また, Fig. 2-4 に示すように O V A特異的IgE に関しても, c S添加 によっ てその 産生が有意に抑制
された . これらの 結果より, CS 添加 によっ て誘導されるThl型サイトカイン がT b2 細胞に対して抑制
的に作用し, Tlll/Th2 バラン スをT hl にシフトさせることが示唆された. また, c Sが o VA特異的IgE
産生を抑制した結果から, 抗アレ ル ギ ー 活性を有する可能性が初めて提示された .
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2項 サイトカイン mR NA 発現畳
第1項 の IF N-†産生 の 有意な促進が静められた結果をふまえ, rF N-†の 産生 の促進が, mR N Aの
発現レ ベ ル に 起因するか否かを検討するために, 培養牌細胞よりtotal R N Aを精製し, Taqm a nケミ
ストリを用 い た定盤的R:T-P C R でIF N-†の m R NA発現を定量した. 測定には内在性遺伝子標準物質
として GAP DH(グリセ ル ア ル デヒド 3 リン 酸デヒドロ ゲナ - ゼ)を用 い , そ の 発 現畳 の 相対値
(IFN-†/G APDH)で比較した . 結果をTable2-1に示す . c s添加群の rFN-†発現畳は, 生理食塩水添
加 の コ ントロ ー ル 群及びデキストラン添加群と比較して高い 値を示した .
Table2-且 取払 cせof C So nⅠF N-† m RN A Le v elof C取ItⅦr ed Sple n o cyte
IF N-y GAP D H IF N-y Pr otein c o n c entratio n
Gr o up p g/m L (ng/m L) (ng/m L) /G A P D H (ng/m L)
C S
de xtr an
colユtrOl
I.0
0.I
I.0
0.i
220± 4 4
143± 1 5
113 ± 1 2
93 ± 1 5
10 0± 8
108± 13
51± 1 0
91 ± 2 0
63 ± 3
60± 1 2
2.04± 0.4 0
2.84 ± 0.2 3
1.3 0± 0.3 9
i.4 9± 0.3 0
1.72 ±0.34
I.3 3± 0.12
1.4 1 ± 0.19
I.1 0± 0.05
1.07± 0.10
1.13 ± 0. 6 .
In c ubation w asperfor m edfor7days･
Data ar e m e an± S. D . oftriplic ate r ea ctio n岳.
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また, Fig2-5 に示すように, RT-PCRで定量したⅠFN-†の mR N A発現畳と, 第1項の ELIS A で定
量したIF N-†のタン パ ク質盈の 間に相関係数oβ328と良好な正 の相関関係が認められた. こ の 結果
から, CS が Tbl細胞よりIFN-†の m RNA レ ベ ル を増加させることにより, そのタン パ ク質産生を促進
させて いることが示唆され , CSが細胞表面 の受容体を介した細胞間シグナ ル伝達のみならず, 核内
の転写因子 - 彫響を及ぼして いる可能性が推察された.
I.6
管
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払
己
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宕 1･4
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日
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h
〔ゝ
1.0
㊨
㊨
r - 0.9328
息
@
l.0 1.5 2.0 2.5 3.0
m RNAlev el(IFN-†/G AP DH)
Fig･ 2- 5 Cor r elatio nbetw e e nIF N-† mR N A le v ela nd IF N
-†protein c o n c e ntr atio n
symbols:㊨, chondr oitin s ulfate; A , de xtran;㊨, c o ntr ol･
第3項 細胞表面箆厘塾盛
培養牌細胞 の表面抗原組成比をFCM を用 いて解析した. 培養3 日目 の牌細胞組成をTqble2-2
に 示 す . 蛍 光標識 抗体 は , T 細胞 の 識 別 に抗 c D90.2(Tbyl･2)抗体 , B 細胞 の 識別 に抗
cD 4 5 RノB 2 0抗体を用 い て解析を行っ た. また, T 細胞サブセットの解析には - ル パ
ー T 細胞の識
別 に抗 c D4(H 129.19)抗体, サプレッサ
ー
, 及 び細胞障害性 丁細胞の識別 に抗 cD8α(Ly-2)抗体を
用 い た.
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F C M解析の 結果, C S添加 鮮は生理食塩水を添加したコ ントロ ー ル 群と比較して , T 細胞組成
(cD90.2陽性細胞)に有意な増加 が観察された . また, その T細胞 のサブセットでは - ル パ ー T細胞
(c D 4陽性細胞)の 増プ批 及びサプレッサ ー T 細胞(cD8α陽性細胞)の 減少が静められ,C S- A がナイ
ー ブ T 細胞を - ル パ ー T細胞 - の 分化簡単を促進させて いることが示唆された. また, 第 1項の サ
イトカイン産生 の 結果から, c s- A は, - ル パ ー T細胞の サブタイプ のうち,T hl細胞 - の 分化を促進
させると考えられ た . また, B 細胞 の 組成に有意な変化は認 められなかっ た. また, 樹状細胞
(c Dlc;H L3), マクロ ファ ー ジ(c Dllb; m a c-1), N K細胞(pa n-N K;D X5)の 組成比の 変動を解析した
が, それらに有意な変動は観察されなか っ た.
Table 2-2 Pe rc e ntage ofSple n o cyteExpre ssingStl rfa c eAntige nic M a rke rsin Ea chGro Ⅶp
M arke rs(c ells)
Gro up 一喝/m L
C D 90.2 C D 45 R/B2 20
(Tcells) (ら cells)
C D 4 C D 8α
(helpe rT c ells) (sup pre s o rT c ells)
Me an(%)S.D.(%) Me a n(%)S.D.(%) Mean(%)S.D ･(%)
* * *
CS- A
de x廿a n
co nb
･
o1
1.0 57.6 2.2
0.1 5 3.6 3.0
1.0 52.0 3.4
0.1 52.1 1.6
50.9 0.3
29.4 1.9 19.5 1.8
2 6.5 l.4
2 6.9 1.2
23.3 4.3
24.7 l.4
*
18.6 2.4
2l.1
20.9
2.8
3.I
2 3.9 1.8
38.0 2.2
40.2 2.5
3 9.9 3.8
4 0.2 2.2
41.6 l.7
In c ubatio n w asperform ed for7days.
* SigniBc antlydiffer ent丘
･
o mthe co ntrolatP < O105,
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第 2節 免疫化学的活性に おける糖鎖 の構造活性相関及びそ の作用受容体の検討
筆者は第1節にお い てin vitroにお けるC Sの 有する免疫系に及ぼす影響を初めて見出し, 抗原
感作牌細胞 におけるサイトカイン産生 パタ ー ン に つ いて報告した. 第2節では免疫化学的活性を示
すc sの 糖鎖構造を特定することを目的とし, 硫酸基結合位置あるい は結合数の 異なる種々 の C Sを
抗原感作 マ ウス 牌細胞と共に培養し, 免疫化学的活性と C S糖鎖微細構造の相関性に つ いて詳細
に検討した. 更に, 活性発現に 関与する牌細胞表面上 の CS受容体の検索を試みた .
1項 中性多糖類及び硫酸化 多糖類との比
Fig. 2-6 に示すウシ気管軟骨 由来c s- A(平均分子量15 kDa), デキストラン(D X, 平均分子量10.2
kDa), デキストラン硫酸(D XS, 平均分子量10 k Da)を用 い, 硫酸基結合による免疫化学的活性に及
ぼす影響に つ い て検討した .
C o o川
＼ o
O H
a_3S叫
‾ ‾ q
訟:≠H 包 H10 H
n
RO&oBb&
D
H7o R
C S- A
R= H orS O3
･
D X S
Fig･ 2-6 C he mic alstrtlCttlr eS Ofpolys a c cha ridc
c s-A;cho ndroitin s ulfate A, D X;de xtr an, D X S;dextran sulfate
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すなわち, 酸性多糖である CS- A と中性多糖である DX を比較することにより, 糖鎖中に含まれる
硫酸基の 免疫化学的活性に 及ぼす影響を検討した. 更に, 硫酸化アミノ糖とウロ ン酸から構成され
るCS-Aと硫酸化グル コ ー スポリ マ ー の DX Sを比較することにより, 硫酸化多糖鎖中に含まれる糖組
成の免疫化学的活性に及 ぼす影響を検討した. コ ントロ ー ル には生理食塩水を添加した.
E LIS A で測定した各種サイトカイン産生盈を Fig. 2-7 に示す. 酸性多糖である C S-A 添加群は,
中性多糖である DX 添加群と比較して , Thュ/Th2 バラン スをT hl- 訴導する高い活性を示した. この
結果から, T bl- の簡単は多糖類全般の 非特異的な活性で はなく, 酸性多糖類に特異的な活性で
あることが示唆された . また, D XS添加群に Thl型サイトカイン誘導の促進が認められず, コ ントロ ー
ル 群と有意差が認められなか っ たことから,C S-Aに認 められるThl- の誘導は硫酸化酸性多糖の 中
でも C S に特徴的な活性であることが示唆され, 免疫化学的活性の鮮与には, アミノ糖とウロ ン酸の
糖鎖構成が重要であるという興味深 い 知見を得た.
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塞主星__三とビ里∠竺∠藍監聖塵塵基盤全糞担遡塵
ウシ気管軟骨 由来 c s-A の 官能基を化学的に修飾して硫酸化度の 異なる数種 C Sを調製し, C S
の 硫酸基 の 結合数の免 疫化学的活性 に及 ぼす影響に つ いて検討 した. 調製した各種 c sの 構造を
Fig. 2-8 に,
.H-N M Rス ペ クトル をFig. 2-9 に示す . 酵素消化による二糖組成の 分析は天 然物由来の
c s では常法として用 いられて いる[47]. しかしながら, 化 学的修飾により0-硫酸化された C Sの酵素
消化 に おける不飽和 二糖 の 回収率は天然物と比較して3 0- 50 %と低く, その 理 由として3位が硫酸
化された GIcA が コ ンドロイチナ - ゼ に抵 抗性を持つ ことが知られる【66]. このことから, 酵素を用 い
た 二 糖組成の 分析は, 本研究 におい て調製した 仇 硫酸化 C Sに適用できない ために, 硫酸 基結合
部位を各種 2 次元 1tI- N M Rス ペ クトル により権藤 した.
＼ ○
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化学的糖鎖修飾法を用 い て硫酸化度の異なるC Sを調製し, 糖鎖構造と免疫化学的活性の相関
を検討したところ, Fig. 2-lO に示すとおり, 二糖 ユ ニ ットあたり硫酸基を2ない し3個有する
"部分的
o-硫酸化 C S' 'が Thl/Th2 バ ランス をT hl - 誘導する最も高い活性を示し, 二 糖 ユ ニ ットあたり硫酸
基を4個有する''完全 o-硫酸化C S”は, ウシ気管軟骨由来の C S-Aと同等の活性を示した. また, 坐
く硫酸基をもたない "脱 o-硫酸 c s(コ ンドロイチン)”は CS- Aと比較して活性が低く, コ ントロ ー ルと比
較して有意差を示さなか っ た . この 結果より,C Sの Thl型サイトカイン産生促進活性の発現に株, 疏
酸基の 結合数が重要であることが示唆され, 二糖 ユ ニ ットあたり2ない し3個の硫酸基を有する
"部分
的 o-硫酸化 C Snが最も高い 活性を示すことが明らかとなっ た.
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急呈_塁__三 出 盛整基盤全盛畳 塑造監
Fig. 2- 11に 示すウシ気管軟骨 由来 c s- A(平均分子量 15 kDa), サメ軟骨由来 cs-C(平均分 子量
13 kDa), ブタ皮膚由来c s- B(平均分子量 16 kDa)の天然物由来コ ンドロイチン m ono 硫酸を用 い て,
硫 酸基結合位置の免疫化学的活性に及 ぼす影響につ い て検討を行っ た.
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d
CS_ A
(bovinetra che alc & rtihge)
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CS-C
(Shark c artihge)
d
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(po r cin e Skin)
Fig. 2-1 1 C hemic alstr tlCttLr e$ OfJn OJ10 0- s t[1血ted C S
すなわち,C S- A及 び C S-C を比較することにより,C S糖鏡中 GalN Ac の C 4位もしくは C 6位に結
合する硫酸基 の 免疫化学的活性に及 ぼす影響を検討した, 更 に, C S- A 及 び C S-B を比較すること
により,C S糖鎖中 GIcA のC5位に結合するカル ポキシ ル 基配 向の 影響を検討した .
そ の 結果,Fig. 21 1に示すように,C S-C は コ ントロ ー ルと比較して,ThlFrh2バランス をT hl - 誘導
を有意に促進することが明らかとなっ たが, そ の活性は C S-A より低か っ た. この 結果から, C Sの 有
する免疫化 学的活性にお いて , G al N Ac に結合する硫 酸基 の結合位置は C 6位よりも c 4位 の方が
重要であることが考えられた. また,C S- B は コ ントロ ー ルと比較して, Tbl誘導の有意な差は認められ
なか っ た. この結果 から, C Sの有する免疫化学的活性 の 発現には硫酸基の 結合数の みならず, 疏
酸基結合部位及びウロ ン酸 の カル ポキ シ ル 基の 配 向も重要 であることが示唆された.
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蓋且星 地 迷藍
Fig. 2-13に示す二糖 ユ ニ ットあたり2個の 硫酸基を有する天然物 由来 CS, イカ軟骨 由来 csI E(辛
均分子 量30 kDa), サメ軟骨 由来 c s- D(平均分子量26 kDa)の コ ンドロイチンdi硫酸を用 い て , 硫 酸
基結合位置 の免疫化学的活性 に及 ぼす影響に つ い て検討を行っ た.
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Fig･ 2-13 C hcmic alstr u cttLr e S Of C S- A a nd di0
-suI血ted C S
すなわち, C S-D 及 び C S- E を比較することにより, C S糖鎖中 GalNAc の C6位及 び GIcA の C 2
位に結合する硫酸基 G al NAc の C4位及 びC 6位に結合する硫酸基 の免疫化学的活性に及ぼす影
響を検討した .
その 結果,Fig. 21 4 に示すように, CS-E は C S-A と比較して, IFN-y産生 におい て 高い 活性を示し,
IL-5,IL-10産 生の 抑制も低 い活性を示 した. また,C S- D の Thl誘導の 活性は,C S- A に は及 ばな い
もの の , コ ントロ ー ル群と比較して有意に促進 した. これらの結果 から, C Sの Thl誘導の 活性蹄与に
は,GalNAc の 4位と6位に硫酸基 が結合することにより最も高い 活性を示すことが明らか になっ た .
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近年, Ea w a shim aらは C Sが CD62 L(しセ レクチン)と親和性 を有することを報告して い る【6 7-69].
そこで, 肺細 胞上に発現する硫酸化多糖結合接着分子として知られるCD62 Lが C Sの免疫化学的
活性発現に 関与 して いるかどうかを検討する目的で, CD62L に対 するモノクロ - ナ ル 抗体(r at a nti
m o u sec D 62L, M E し14;C hemic onintem ation al, 最終濃度2ppm)をC Sと抗原感作 マウス 牌細胞の
培養系 に添加 し, C S活性 の 影響を検討した. C S一勝細胞 間の 結合の模式図をFig. 2-15に示す.
その 結見 Fig. 2-16 に示すように , 抗cD62 L抗体の 添加 により, CSのIF N-†産 生促進活性が観察
されず, 一 方で C SのⅠし10産生抑制活性も観察されず, T hl優位なサイトカイン産生 パタ ー ンが認
められなかっ た. これらの結果より, C Sの免疫化学的活性発現 の 一 部は L- セ レクチンとC Sの 結合を
介した応答である可能性が推察された,
Fig. 2-15 Sche m e ofc o mpetitivebinditLgfo rCD62L
L,1ecth do m ain;E, E GF dom ain;C, c o mpo n entbiTldingdt m ain.
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考察
本研究におい て, 様々 な構造多様性を有する C Sを抗原感作マウス 牌細胞と共培養し, その サイ
トカイン産生能, サイトカイン mR NA 発現の 定亀 細胞表面抗原組成の解析を指標として, C Sの全
身性免疫機構に及ぼす免疫化学的活性を初めて見出した.
先ず, サイトカイン 産生能に つ い て検討したところ,C Sを添加することによっ て Tbl/Tb2 バランスを
Thl- 誘導させることを明らかにした. この 免疫化学的活性は中性多糖のデキストランや硫酸化多
糖であるデキストラン硫酸を同量添加した際には認められず, 非特異的な硫酸化多糖による反応で
はなく, C S に特徴的な活性であることが示された. また, c s添加 によっ て有意に増加した IF N-†が,
m RN A発現レ ベ ル で増加して いることが明らかとなり, C Sが何らか の転写因子を活性化させることが
推察された. 水溶性リガンドは細胞表面上の 膜受容体に結合すると膜受容体内膜に結合して い た
シグナル 伝達分子が解離し核内に移行する例がある[70】. また, 各種サイトカイン の シグナ ル伝達の
下流には ST ATl- 6があり, 細胞質に存在するS TAT が刺激に応じてチロシンリン酸化され, 2量体
を形成して核内 - 移行し, 転写因子として標的D N Aに作用することが知られる[7 ト74]. S TATのチロ
シ ンリン酸化にはJA Kや増殖因子受容体キナ - ゼが関与するものと考えられるが, 今後 c sがどの
ような機序でIFN-†の m RN A発現レ ベ ル を増加させて いるか確認することが必要であると考えられる.
また, 抗原感作牌細胞 の表面抗原組成の解析を試み, C Sの 添加 はT 細胞(c D 90.2, Thy-1陽性細
胞)組成比を増加させ, なかでもc D4陽性細胞の ポピ ュ レ ー シ ョ ンが増加 してい た. この 結果よ.り, .CS
が培養牌細胞中の抗原特異的な T 細胞の幼君化を強めていることが示唆され, ナイ ー ブ T 細胞を
ヘ ル パ ー T 細胞に分化誘導させることが推察された . また, 本研究におい て対象抗原として用いな
か っ たが, 近年そ の役割が重要視されて いる制御性 丁 細胞(c D4
十c D 25＋細胞)の 関与に つ いても,
今後考究す べき課題 であると考えられる[75,76】.
また, 構造活性相関という見地から C Sの免疫化学的活性を考察すると, 活性発現には, 糖鎖の
微細な構造の変化が重要なファクタ ー となり, Thl誘導には特異的な糖鎖配列が存在するものと考え
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られた ･ Pata nka･r らは接着阻害活性の 強い硫酸化多糖であるフ コイダンやス ルフ ァチド
,
あるい はウ
ニ 卵 のゼリ ー から得られるフ コ ー ス 4 硫酸に富むフカ ンに最も強い細胞接着阻止活性が賦与され,
これらの硫酸化多糖の 活性が硫酸基結合数による非特異的な効呆ではないと報告して い る[77]こと
からも, 本研 究にお い て C Sの活性発現の構造特異性を強く示唆するもの であると考えられた｡
更に, C Sの 免疫化学的活性の発現が, 培養牌細胞上 に発 現する しセレクチンとCSの結合を介
した応答であるか検討したところ, し セレクチンに対するモノクロ - ナ ル抗体を共培養させることにより
C Sの Thl型サイトカイン産生の 促進効果が確認されなか っ た. この 結果より,C Sの免疫化学的活性
発現 の 一 部は, 牌細胞上 に発現するL- セ レクチンとCSの結合を介した応答であることが示唆された.
免疫担当細胞は , 免疫グロ ブリン ス ー パ ー ファミリ ー に属する細胞種特異的な糖受容体(siglec,
sialic a cid-bindingim mun ogloblinlikele ctin)を発現して いることが知られて いるの で, それら受容体
とC Sの 結合の 有無につ い ても検討が必要であると考えられる.
本章にお ける結果により,C Sがin vitroにお い て全身性免疫系を代表する牌細胞との 直接的な応
答を示すことが明確なものとなっ た. しかしながら, in viv oにおけるC Sの 免疫系賦活化に関する機
序は, 多くの仮定的要素が呈示されているため, 今後, 系統だっ た研究の 蓄積により, C Sの免疫系
に及ぼす作用機序が解明されることが期待される.
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コ ンドロイチン硫酸の経口摂取による生理活性の検討
第 1節 抗炎症活性の 検討
C Sの 臨床応用 は古く, 1933年に Cr a ndallが報告して以 来【78】, 動脈硬化症, 腎灸 ネフロ ー ゼ,
痔痛性疾患(関節ヲ乳 リウ マ チ, 腰痛, 肩関節周 囲炎, 神経鳳 片頭痛など), 難聴, 耳鳴, 眼疾嵐
癒着防止 , 円形脱毛症などに有効であるとされてきた . 最近になり, 厚生労働省 の薬効再評価の対
象になっ たが, 眼科領域で角膜表層の保護のための 点眼用, 術後癒着防止 の ための 散布液, 難聴
防止 の ための 経 口用, 注射用, 慢性胃炎の悪化防止 の ための 経口用, それにサリチル 酸との 配合
剤として腰痛, 神経痛などの 各種痔痛性疾患に対する注射用などはその 有用性が再確落されて い
る. これらの作用機序に つ い て は理解が困難なものもあるが, 細胞外液の電解質と水分調節能, 石
灰 化機構 , 創傷治癒機転, 感汲に対する抵抗性, 潤滑機能, 血液凝固機構, 脂血清澄作用, 眼
球における安定な透明媒体維持などDo r血 a nの G A G全般の 生理的, 病理的機能に つ いて の 要約
が大きな参考になっ て いる【23].
また
, 近年, c Sを含有する栄養補助食品が関節炎症状の 改善を期待して製品化され市場を賑わ
して いる, しかしながら, そ の科学的根拠は乏しく, 作用機序や吸収機構の 明確化が望まれて いる
の が現状である. 免疫系は食品成分[79-81], ストレス[82, 83], 加齢[84, 85], 大気中の 化学物質
【86, 87]などの様々 な環境因子 によっ て影響を受けることが知られて おり, これらの 中で免疫系を賦
活 化するための 食品成分の 重要性は古くから認識されて いる. 食品中の栄養素といわれる有機及
び 無機化合物群ではタン パ ク質, 糖質, 脂質, ビタミン , ミネラル , い ずれ の場合も免疫系に大きな
影響を与 えることが知られて いる. 中でも, 多糖類は免疫系の 働きを強める作用 があるといわれてお
り, 糖鎖の 有する生理的意義の 解明は
■
ポストゲノム 時代に残された課題となっ て いる･ 筆者は第2草
で ,in vitroにお ける C Sの免疫化学的活性を初めて見出した･ また,C Sの みならず甲殻類由来のキ
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チンやキトサ ン【$8-91], 褐藻類由来の フカンやフ コ イダン【92-94], 真正 細菌類由来のP- D - グル カン
【95,96]などの 糖 鍬 こも様々 な免疫調節機能が報告されて いる.
そこで第3章第 1節では, C Sの有する抗炎症活性を免疫系 の側面 から確落するために, 難治療
性 の 自己免疫疾患であるヒト慢性関節リウ マ チ の 実験モ デルとして 広く利用されて いる, コラ ー ゲン
誘導関節炎 マウス に対するC Sの経口的薬理効果につ いて 検討を行っ た.
盈⊥璽 遥 = どと直垂盤墜逢塵追盈遥主監埜
Batb/c マウス に対し,lI型 コラ
ー ゲン上 の関節炎惹起 エ ピト ー プを認放する4種 の抗体を尾静脈よ
り投与し, その 3 日後に L PSを腹腔投与 して補体を活性化させて 関節炎を惹起させた. C S-A(平均
分子量 15 kDa)は抗体投与 l週間前から,400mgn(g の濃度で 1 日 1 回経 口投与した.
試験期間中, 肢瞳浮 腫容積測定装置(Dial ThickJl eS SGa uge)で肢 魔 の浮 腫を測定し, 四肢肥厚
の合計を疾患重篤度とし, 各群 の平均 により比較を行 っ た. また, 同期間中に四肢に発症した関節
炎 の垂簾度を観察し, Trer[tha m らによる関節炎 の形態学的評価【97]に順じて ス コ アを付け, 四肢の
合計を疾患垂簾度とし, 各群の 平均により比較を行っ た. 本研究の ス コ ア評価に用 い た関節炎 の重
鴬度をFig. 3-1 に示す.
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関節炎惹起 l週間前から惹起後24日目まで , マウス の肢瞳の 浮腫を計測したところ, Fig. 3-2 に
示すように C S経口投与群は生理食塩水を投与したコ ントロ ー ル 群と比較して, 関節炎惹起時には
疾患の 抑制や遅延こそ認 められなか っ たもの の , 惹起10 日 頃より肥厚が抑制されはじめ, 統計学
的に 20 日 目より有意差が認められた. また, 同期間, 関節炎を惹起させない未処置マウス群に C S
及 び生理食塩水を同量経 口投与したが, 肢鍾関節 の厚さに変化は認められなか っ た.
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また, Fig. 3-3 に示すように, 関節炎重鴬度の 形態学的に観察した評価にお いても, c s経口 投与
群は生理食塩水投与 の コ ントロ ー ル 群と比較して, 統計学的有意差が認 められなか っ たもの の , 衣
症惹起 10 日日頃より関節 の肥厚 が抑制される傾向が認 められた.
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第 2 節 抗ア レル ギ ー 活性 の検討
近年, `プ ロ パイオテックス ”, " プ レバイオテックス ”という概念が定着しつ つ ある. すなわち, プロ パ
イオテ ックスとは生体に良い影響を与えるビフィズ ス菌などの 生菌のことであり, また, プレバ イオテッ
クスとは腸内細菌のうち生体に良い影響を与える生菌などの 生育を助けるオリゴ糖を中心とした物質
のことをいう. 最近, この プロ パイオテックス及びプレ バイオテックス の免疫系 - の 作用機構が急速に
明らか にされ つ つ ある[98-100]. 例えば, プロ パイオテックス はその 細胞表面にあるリボタイコ 酸など
を通して腸管の 上皮細胞や樹状細胞に作用し, Thl細胞を優勢にすることが認められて いる[101,
102]. この Thl型の サイトカインがアレ ルギ ー に関与する T b2型の サイトカインを抑制することから,
最近プロ パ イオテックスとアレ ル ギ ー 予防につ いて研究が進んで いる. また, プレ バイオテックス に関
しても, ビフィズス 菌などの腸管内のグラム陰性菌を増やすことから[103, 104], Thl型免疫応答を誘
導することで Thl/T h2バランスを正常に戻しアレ ル ギ ー 反応を治療することができると考えられて いる.
また, 近年, 粘膜免疫系が全身性免疫系とは異なる, 特殊な機能を有することが明らかとなっ てきた .
特に消化管は, 栄養素 の吸収と侵入抗原 の排除という相反する機能を持つ 必要から, 腸管上皮間
リン パ 球(IE L), パイ エ ル 板 , 腸管膜リン パ節とい っ た腸管関連免疫組織(gut a ss o ciated lymphoid
tis su e, G ALT)を構築し, 分泌型 IgA による抗原排除と, 食餌成分由来抗原に対する免疫応答の抑
制という機能を備えていることが知られる[105]. 第 1章にお いて, 経口投与された C Sが僅かながら
血中に移行されることを報告したことから, 消化管を取巻く環境で, 種々 の 活性 の第 1段 階が発現さ
れることを考慮すると, C Sの粘膜免疫系に及ぼす影響に興味が持たれた.
そこで本節では, 第 2 牽にお いて, 抗原感作 マウス牌細胞に C Sを添加して培養を行 った際に,
培地中抗原特異的IgE 抗体価が抑制され, C Sが抗アレ ル ギ
ー 活性を有する可能性が示唆されたこ
とから, cs に購与される経 口的生理活性として, 抗アレル ギ
ー 活性を評価した･ また, C Sの経 口的
抗アレ ル ギ ー 活性が示された生体内における粘膜及 び全身性免疫担当細胞の解析を試みた･
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1_壁___直適中抜原特異的抗体価の測定
抗原として O V A及びその ハ ブテン抗原であるDNP- O V Aの 2種の抗原を用い て免疫感作を行い ,
2 次免疫応答後に マウス 眼底より採血し, 血清中の 抗原特異的 IgE 及び IgGl抗体価を測定した.
C S(C S- A, 平均分子量 15k Da)経 口投与は,1次抗原感作から400mg/kgの濃度で 1 日1回行っ た.
各感作におけるC S経 口投与後の 血清中抗原特異的抗体価に及 ぼす影響をFig. 3-4 に示す.
2 次免疫応答の 7 日後に血清を採取し, 生理食塩水を投与したコ ントロ ー ル 群の 血清と比敬した
ところ, C S経 口投与群の 血清中抗原特異的IgE 及び IgGl抗体価が抑制される傾向が認 められた .
なお , 免疫を施さなか っ た マ ウス(v ebicle 群)の抗原特異的抗体価が殆ど0 に近 い ことを確認した .
s e n s誰iz ed w畳1曲 O V A
c o ntr ol
l司
bカ
～
T ～
O
bJ)
～
C S
y ehi(:le
c o ntr ol
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c o ntr ol
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0 VA specificlgEtite r
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Fig･ 3-4 Effects oforally ad mi mistc r ed C So nthe se rtl m a ntige nspe cifi c a ntibodylite r
●
in se c o nda ryl mm甲m e r eSpOIISe
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･
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また
,
c sを400mg/kgで 1日 1 回経 口投与したマウス にお いて, 抗原特異的IgE及びIgGl抗体
価 に抑制傾向が認 められたもの の , 生理食塩水を投与したコ ントロ ー ル 群と比較して統計学的な有
意差が認 められなか っ たことから, CSの経 口投与開始時期を抗原 1次感作の1週間前からに変更し,
更 に給水瓶中に2 % C S(C S-C, 平均分子量31kDa)を入れて マ ウス に任意に摂取させ , 同様の 実験
を試みた.
その 結果 Fig. 3-5に示すように, CSを任意に摂取させた群は, コ ントロ ー ル 群と比較して O V A特
異的IgE 及び IgGl抗体価 の有意な抑制が認められた. これらの結果より, アレ ルギ
ー モ デル マウス
に対する CS の 自由経 口投与は, 抗ア レル ギ ー 括性を示すことが明らかとなり, C Sを習慣的に摂取
することによっ て抗アレ ル ギ ー 活性が期待できると考えられた.
s en sitiz ed with O V A
‡gE
c o ntr ol
CS
v ehicle
%
a
20 0 400
O V Aspe cificIgE titc r
600
c o ntrol
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Fig･ 3-5 Effe cts ofo r ally ad ministeredC So nthe se rtl m a ntige n spe ciTl e a ntibodytite r
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2 項 血 清中遊離ヒスタミン の測定
ヒスタミンは , アレ ルギ ー 疾患にお いて重要な因子であり, Ⅰ 型アレ ルギ ー 反応にお いて疾患の誘
引的役割を呆たす物質である. 血液中に遊離されたヒスタミンは各器官のヒスタミン受容体と結合し,
気管支噛息, アレ ル ギ ー 性鼻炎, アトピ ー 性皮膚炎などの疾患が引き起こされることが知られて いる.
本節第 1 項にお いて C Sの経 口投与により血清中抗原特異的抗体価が抑制されたことをふまえ,
O V A感作マ ウス に抗原過剰投与 によるアナフィラキシ ー 反応を惹起させ, 肥満細胞から血清中に遊
離されたヒスタミン盈を O PA(a- 7タル アル デヒド)を蛍光訴導化試薬に用い た H PL C で定量した.
そ の結果, Fig. 3-6 に示すように, C S投与群は, 生理食塩水を経口投与したコ ントロ
ー ル 群と比
較して, 血清中ヒスタミン の遊離が低くなる傾向が認 められた.
s cn sitiz cd withO V A
co ntr ol
C S
v ehicle
1 0 15 20 25
Histamin e(pM)
Fig･ 3
-6 E ffe ct ofo rany ad ministe r ed C So nthe s e n l mhista min e c o n c entr atio n
in a ntigen challengcd mic e
Sera were c ollected a氏er1 0min 1. p. administrationofa ntige n･
Barsrepr es e ntm ea nvaluesj= S･D ･ of 5mice･
cs was ad ministratedorallyfrom thefirst im m u niz atio nto thetime of the a ctivesystemican aphylaxis test･
M ice we re challenged with Img antigen･
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3項 抗原誘発耳介浮腫に及 ぼす影
DN P- O VA による2次感作 9 日後の マウス の 両耳介に DNP- O V Aの擬似抗原として塩化ピクリル
を塗布し, 接触性アレ ル ギ ー を惹起させた. Fig. 3-7に C S経口 投与によるマ ウス 耳介肥厚に及 ぼす
影響を示す .
塩化ピクリル を塗布した1時間後の 耳介肥厚を測定したところ, 非免疫感作マウス(v ehicle群)の 耳
介の厚さと比較して , 生理食塩水を経 口投与したコ ントロ ー ル 群の耳介が約4 -5倍に上昇したの に
対し, C S経 口投与群で は1.5 - 2倍と, 肥厚が有意に抑制された. これらの結果から, c s経口摂取
による接触性アレ ル ギ ー に対する抑制効果が示唆された.
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4 項 腸管免疫細胞組成に及 ぼす影響
ヒトの 腸管は長さ7 m , 面積にしてテ ニ ス コ ー トl面分に匹敵し, からだ全体の 免疫細胞や抗体の
50 %以上が集中して い ることが知られて いる. また, 粘膜免疫系, 特に 消化管に おける免疫系は,
その 広 大な抗原曝露面積という解剖学的特性と, 生命活動に不 可欠な栄養素の 吸収という機能的
特性から, 全身性免疫系とは異なる機能を有する. すなわち, 消化管免疫系の特徴は, 抗原 の積
極的か つ 特異的な排除に関わる分泌型IgA抗体の 産生と, その バリアを潜り抜けて侵入した抗原に
対 して の 全身性 の免疫不応答を誘導し, 過剰な免疫応答を防ぐという, い わゆる経 口免疫寛容の 2
点が挙げられる. また, そ の 選択的なバリア の特性だけでなく, 全身性免疫系との 関わりから, 種々
の ア レル ギ ー 疾患の発症機序ならびに新しい治療牡の応用など, その存在は大きくクロ ー ズア ップ
されて いる.
腸管上皮細胞間にリンパ 球様の細胞が分布することは古くから知られて いる. これらの 大多数がT
細胞, すなわちIE L であることやIE Lの約80 %は C D 8陽性 丁細胞であることが明らかにされたのは
1980年代半ばである[106,107]. ヒトやマ ウスでij:, 上皮細胞3 - 5個にl個の割合でIE Lが存在す
るの で , 上皮細胞が隙間無く敷き館めるテ ニ ス コ ー ト1 面以上に相当するヒト腸管粘膜表面積から算
定すると, ヒトIELの総数は膨大であることが解る. また, マウス小腸 のIE L総数は 5 Ⅹ 10
6個にもお
よび
,
全末梢 丁 細胞 の 30- 40 %を占める事も明らか にされて いる[108-110]. 細胞表面抗原に目を
向けると, 全身性免疫系に存在するT細胞t3:,T CRαβを発現し,C D8αβ- テロダイマ
- を発現するT
細胞と, C D4 を発現するT 細胞の 2種に大別することができる. それに対し,IE Lは T CR{C D8,C D4
分子 の 発現パタ ー ンにより, Fig. 3-8 に示す 5 種類に大別することができる･ 中でも, †8型
一
T C Rや
c D 8α αホモ ダイマ 一 分子は,IELにしか発現しない ユ ニ ー クなT細胞である.
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本節では , 抗アレ ル ギ ー 活性が示された マ ウス の免疫担当細胞 のうち, 粘膜免疫系に 高塀度に
存在するIE Lを単離し, 抗アレル ギ ー 活性に関与する細胞表面抗原組成をFC M で解析した .
2次免疫応答後の IE Lの表面抗原組成比をTable3-1に示す.
ovA 感作マ ウス に C Sを40 mg/kg の濃度で 1 日 1 回経 口投与し, 抗アレ ル ギ
ー 活性を示す傾
向が認められた群の IEL は, 生理食塩水を経口 投与したコ ントロ ー ル群のIELと比較して C D4陽性
細胞組成比 の有意な増加 が認められた . 更に,C Sを任意に摂取させ , 血清中抗原特異的抗体価が
有意に抑制された群の IE Lは, コ ントロ ー ル群と比較して, T C Rαβ陽性細胞, C D4 陽性細胞組成比
の 有意な増加 が観察された .
T C Rαβ陽性細胞 C D4陽性細胞組成比が C S投与 の 量依存的に増加していることが示された結
果より, C Sの 経口 投与による抗アレル ギ ー 活性の発現には, 粘膜免疫系にお いて TC Rαβ陽性細胞
及び C D 4陽性細胞が関与して いる可能性が示唆された.
Table311 Pe r c eniage of ‡ntestin al Intr a epithelial Lympho cyte s
Expre sslngStlrfac eAn tige nic M a rkersin Ea ch Al1e rgyM odel M ic e
●
T C Raβ T C】町8 CD8αα C D Sαβ CD4
s e n sitiz ed withOV A
c s(ad libit Ⅷ) 53.4 ± 4･4
*
3 2･8 ±4･1 45･9 ±6･7 2216 ±4･5 1 715 ±5･2
*
c s(400 m g/kg/day) 49.1 ±3･8 2 819 ±5･3 47･2 ±2･8 2 0 3±2･6 13･8 ±3･0
*
c o ntr ol(s aliJle) 46.8 ±3.8 31.7 ± 1.7 50･7 ±1･7 1 7･8 ±1･9 9･7 ±1･1
s en sitized wil血 D N P-O V A
c s(400 mg/kg/day) 5 0.7 ±8.6 36.2 ±8･2 59･2 ±3･2 16･5 ±4･1 14･3 ±4･O
control(s alin e) 4 8.5 ±6.4 30.5 ±2･5 52･4 ±5･7 15･l ±2･0 13･8 ±2･4
v ehicle 52.3 j=4.0 34.i j=3.8 52.9 j=3･2 16･8j=6･7 14･6 j=2･9
Data ar e m e 訂IS± . D. of 5mic e.
significantlydiffere ntfro m co ntrolat
*P < 0･05I
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5項 牌細胞に及 ぼす影
O V A による2次免疫応答を確認した後, c Sを任意に経 口摂取させたマウス の牌臓を摘出し, 牌細
胞の 表面抗原組成比をF C M で解析した. 結果をTable3-2に示す .
o v A感作マウス に対して C Sを任意に摂取させ, 血清中抗原特異的抗体価が有意に抑制された
マ ウス の 牌細胞は, 生理食塩水を経 口投与したコ ントロ ー ル群の 牌細胞と比較して, 成熟 丁 細胞の
指標である C D3e(145-2Cll)陽生細胞組成比 の 有意な増加 , B 細胞の 指標である CD45R/B 220
(R A∃-6B2)陽性細胞組成比 の有意な減少が認められた . また, T 細胞の サブセ ット解析に おいては
c D4(L3T4, H129.19)陽性細胞の組成比に変化は認 められず, c D8a(Ly-2, 53-6.7)陽性細胞組成比
の み有意な増加 が認められた.
これらの 結果から, C S経口 投与による抗アレ ル ギ ー 活性 の発現には, 全身性免疫系にお い て
cD8α陽性 丁 細胞が関与して いる可能性が示唆された.
Table3-2 Pe r c c ntagc of Sple n o cytcsExpres sl 皿gStlrfa c eAntige nic M a rkers
●
in Ea ch A ne rgyModel M ic e
CD 3s C D 45 R CD 4 CD8α
c s(adlibitu m) 44.3 ± 218 * 50･5 ± 1･8
* * 30･2 ± 1･7 13･4± 0･9 *
control(s alin e) 40.2 ± 2.7 541 ± 1･3 28･4 ± 2･3 11･9 ±1･0
Data are m e an s±S.D . of5 mic e.
Signific antlydiffere nt&om c ontr olat
* *P< 0.01, *P< 0.05.
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また,C Sの 経口投与によるサイトカイン産生能 - 及ぼす影響を検討するため,C Sを任意で経口摂
取させた マウス の 牌臓を2次感作後8日後に摘出して OV Å存在下(最終濃度100p pm)で培養し, 培
地中に産生される各様サイトカインを E LISA で定量した.
その 結果, Fig. 3-9 に示すように, 生理食塩水を経 口投与 した抗原感作 マウス(c o ntr ol)の培養牌
細胞と比較して,C S経口投与マ ウス の培養牌細胞は Thl型サイトカインであるIF N-†及 びⅠし2 の産
生 には変化が静められなか っ たもの の ,T h2型サイトカインであるIし5及びⅠし10産生を有意に抑制
することが明らかとなっ た .
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考察
これまで の研 究にお いて , 生体外から投与した c sの抗炎症活性 の作用機序は, 炎症局所にお
ける結合組織成分や軟骨基質の 生合成刺激, タン パ ク質分解酵素の 阻害, 有害アミン の 吸着捕捉
効果によるものと考えられて いた[52,53]. また, 外因性c sはヒアル ロ ン酸と相まっ て 大きな保水性を
発揮し, 軟骨滑液と軟骨組織中に適切な湿潤環境を与えることから, c sの 関節炎治療を対象とした
J
研究は生化学的, 物理化学的な内容に終始し, C Sの 経 口摂取による抗炎症活性を免疫学的な側
面 から考究した知見は得られて いなか っ た . また,in vitroにおけるC Sの 抗炎症効果を検討した実験
にお い て,C Sがヒト白血球から得た中性プロテ ア ー ゼ, カテプシン Bl, エラスタ ー ゼ活性を阻害する
ことが認められ, ウサギ膝実験的変形性関節症の 関節腔 - G A G多硫酸 エ ステ ル をl週 1 回 10週
注入することにより, 非投与群の変形性膝関節症膝よりも軟骨変性を抑制することが観察されて いる
[11】. しかしながら, インド - ル 酢酸系非ステロイド性抗炎症薬として有名なインドメタシン に関して
も中性プロテア ー ゼ, コラゲナ ー ゼ活性を抑制することが報告されていることもあり[112】, リソソ
ー ム
酵素活性阻害と軟骨変性抑制との因果関係に関しては明らか にされてない . また, GAG多硫酸 エ ス
テ ルもカテプシン Bl の コラ ー ゲン分解活性をインドメタシンと同様に阻害することが報告されて いる
が[113], これが変形性関節症に対して有利であるか, 不利であるか に関しては疑問が残る･ 炎症性
疾患を持つ 患者数は増加 の 一 途を辿り, 世界で慢性関節リウマ チ患者は.700万人 , 噛息患者は
3,400万人 にの ぼると言われて いる. 現在のス テロイド系の抗炎症剤はその 有効性, 安全性が限ら
れて いることから, より高効率で安全性 の 高い抗炎症治療剤の 開発が待たれて いることをふまえると,
c sの薬理 効果の 解明が急務であると考えられる. また, 本研究におい て, コラ - ゲン誘導関節炎モ
デル マウスを用 い て ⅠⅠⅠ型 のアレ ル ギ ー 反応に対する C S経 口投与 の抗炎症活性 の評価を行っ たと
ころ, 関節浮腫に抑制が認められ, C Sの 有する経口 的抗炎症活性が確認された･ ⅠⅠⅠ型アレル ギ
ー
は, 生体内で生じた抗 夙 抗体複合体が細胞に沈着し, 補体系を活性化させることによって誘導され
る反応であり, 血清病やアレ ル ギ ー 性気管支炎 全身性 エリテ マ ト デスなどが代表的な疾病として
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知られて いる. 本研 究にお い て確認された c s経 口投与による抗炎症効果は, これらの疾病に対し
ても効果を示す可能性が示 唆されることから, 今後, 補体系や好中球などの 活性化因子 に対する
c sの 関与を明らかにし, 抗炎症活性 の 作用機序に つ いて , 吸収機構と併せて解明されることが期
待される.
アレ ル ギ ー 疾患の 頻度は , 近年の統計によると, 日本のみならず欧米におい ても増加の 一 途を辿
り, 控えめに見積もっ ても総人 口 の 20 %前後にものぼる人 々 が何らか の アレル ギ ー 性疾患を煩っ て
r
いるとい われて いる. ア レ ル ギ ー 疾患の治療に用 いられる抗アレル ギ ー 薬の開発は多角的に検討さ
れ , 特にIgE-肥満細胞系によっ て生じるⅠ型 のアレ ルギ ー 応答に対する抗アレ ルギ ー 薬として多くの
薬剤が開発されてきた. それらは肥満細胞から遊離されるヒスタミン に対して括抗的な作用を有する
古典的な抗ヒスタミン薬の 開発 に始まり, 肥満細胞からの 化学伝達物質遊離を広く抑制する化学伝
達物質遊離抑制薬が開発されたが, 全ての アレ ル ギ ー 反応にお いて未だに充分に満足する薬剤が
見出されて いない の が現状である. 現在で は更に多様化し, ロイコトリエ ン受容体結抗薬やトロ ンボ
キサン合成阻害薬 ･ 受容体括抗薬, サイトカイン産生抑制薬などが次々 と開発されて いる. アレ ル ギ
ー モデル マウス を用い た本章の研 究におい て, C Sの経 口 投与は血清中抗原特異的IgE,IgGl抗体
価, 血清中ヒスタミン遊離及 び接触性アレ ルギ ー の 抑制を示 し, C Sに抗アレ ル ギ ー 活性が賦与され
ることが初めて 見出された . また, 抗アレ ル ギ ー 活性が呈示されたマウス の免疫担当細胞の 表面抗
原組成を解析し, 粘膜免疫系にお いて IE Lの TCRαβ陽性細胞 C D 4陽性細胞の 組成比が有意に
増加したことから, C Sの 抗アレ ルギ ー 活性発現に対するT C Rαβ陵性細胞, C D 4陽性細聴の 関与が
示唆された. 近年 の研究にお いて ,IE Lの性状と発生 ･分化に関し, その特殊性が解明されてきたが,
IE L中の T 細胞の機取 とくに腸管免疫機構における役割に関して いまだ詳細は不明である･ 本研
究にお いて得られた新規知見である, C Sの抗アレ ル ギ ー 活性発現 に対するT C Rαβ陽性細胞 ,C D 4
陽性細胞 の 関与は, 腸管免疫機構におけるIE Lの機能解明 に役立 つ ものとなるであろう･ また, C S
の 経 口投与が全身性免疫系 に及ぼす影響を明らか にするために, C Sを自由に摂取させ たアレル ギ
ー モ デル マウス の牌細胞表面抗原を FC M で解析した . その結果, C D3e陽性細胞組成比 の有意な
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増加 , cD45RノB220陽性細胞組成比 の有意な減少が認められ, T細胞サブセットの 解析で はCD8α
陽性細胞組成比 の有意な増加 が認められた. 本章第2 節にて示した C S経 口 投与による血清中抗
原特異的 IgE 及 び IgGl抗体価の有意な抑制は, 全身性免疫系にお いて, それら抗原特異的抗体
を産生するB 細胞機能の抑制が要因となっ ていることが考えられた. また, 第2 牽にお けるin vitro
の 実験系にお い て, O V A免疫感作マウス 牌細胞を csと共に培養した後に, 細胞表面抗原を解析し
たところ, T 細胞(c D 90.2, T hy-I.2)組成比に増加が認められ, そのサブセットでは, C D4陽性細胞の
増加, c D8α陽性細胞の抑制が認められた. こ の実験は生体内における免疫応答を模倣した系を考
I
慮したが,C Sの自由経 口 投与による生体内の免疫応答と,C Sの抗原感作牌細胞との 直接的な相互
作用 は異なる機序であると考えられた.
本章にお ける研究の遂行により, C Sの 経口投与が生体の 高次調節作用に対して機能を示すこと
を初めて見 出した知見が, 抗炎症及び抗アレ ルギ ー を研究するフィ ー ルドに 一 石 を投じ, 創薬及び
機能性食品 の創製に寄与することが期待される.
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第 1牽 コ ンドロイチン硫酸 の簡易微量分析汝 の 開発と体内動態分柿 - の 応用
生体試料中コ ンドロイチン硫酸精製法の確立
筆者は簡便で迅速な微量化を目的とした c sの前処理法を検討し, 限外漉過膜を用 いた分子量
分画による生体試料中 c sの 精製法の確立に成功 した. 確立した精製法は従来の C PC/EtO H沈殿
を用 い た精製法と比較して , 優れた定量性及び再現性を示した. また, 血紫試料から c Sの精製す
る行程は, 従来法が 2 日間要したの に対し, 確立された精製法は約半日で精製が終了し, 大幅な
迅速化が可能となっ た. また, 精製に用 いる試料畳は従来法が約100pL必要としたの に対し, 確立
された精製法は5pL の 生体試料中に含まれるC S の定量が可能となっ た. 今後, 筆者によっ て確立
された限外滝過膜を用 いた精製汝を利用して , G A Gをはじめとする様 々 な生体成分の 分析に応用
されることが期待される.
生体内コ ンドロイチ ン硫酸薬理動態解明 の適用
第1章第 l節にお いて確立された生体試料中c sの簡易微量精製法を利用 して , .C S. を マウス に経
口及び静注投与し, その血 中動態を明らか にした. 経 口投与における血中動態は 4各0分で最大吸
収を認め, 平均分子量 13 k Da の C Sの 血中 - の移行が観察された. 一 方, 静注投与にお い て CS
は血 中に留まらず, そ の 消失速度が極めて速いことが示された. これらの結果から, C Sの経 口 的薬
理効果を期待して吸収を促進させるためには, D D Sを志向とした賦形剤の検討が必要であると考え
られた.
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塵⊥塵 _ 三 地 盤麺塵追盈逆宜髪
筆者はC Sの 全身性免疫機構に及ぼす影響をin vitno にお いて検討し, 免疫感作 マウス牌細胞に
対するC Sの免疫化学的活性を初めて 見出した. 本研究にお いて C S添加によるサイトカイン産生能
l
を検討したところ, lFN-†及 び ル2 産生 の促進, Ⅰし5 及び Ⅰし10産生 の抑制が認められ, CSが
Tll/Th2 バランス を Tblに誘導させることが明らかになっ た. また, 培養牌細胞に添加した CSが
IFN-†の m R NAレ ベ ル を増加させることにより, 肝N-†のタン パ ク質産生を促進することが示唆され, CS
が核内の転写因子 に影響を及ぼす可能性が推察された. 更に, 培養牌細胞 の表面抗原組成を解
析し, C Sの 添加によっ て T 細胞組成比 の 増加, また, T 細胞サブセット解析にお いて - ル パ ー T 細
胞 の組成比 の増加が観察された . 本研究にお い て得られた知 見を踏まえ, 生体内で起こる免疫応
答を模倣した
"
in viiroim m u niz atio n
”
が確立されれ ば, 生体調節機能を有する糖鎖の スクリ ー ニ ング
に大きく寄与するものと考えられる.
疫化学的活性における糖鎖の構造活性相関及 びその 作用受容体の
c sの有する構造的多様性と, 第 l 節にお い て筆者によっ て初めて見出された CS. の免疫化学的
活性の相関を詳細に検討し, 二糖 ユ ニ ットあたり2 つ の硫酸基を有する構造が Thl誘導の 最も高い
活性を示すことを見 出した. そこで, 天然物由来の di 0-硫酸化C Sを用 いてサイトカイン産生能を検
討したところ, イカ軟骨由来より単離される GalNAc の C4 位及び C6位に硫酸基が結合した c S-E
が最も高い 活性を示 すことが 明らかになっ た. これらの 知見が, 生理的機能性を含有する天然化合
物の探索に寄与し, 創薬や特定保健用食品開発の 一 端を担うことが望まれる.
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盈⊥艶_ _遜透塵適度里換起
c s経 口 投与 における生理活性として , 関節炎モ デル マウスを用 いた抗炎症滑性 の評価を行い ,
疾患の 重鯖度を形態学的に評価したところ, 疾患発症の 抑制及び遅延 こそ静 められなか っ たもの の ,
J
発症 10 日目頃から肢腫浮腫に抑制が認められ, 抗炎症活性の賦与が示唆された.
本実験における炎症の 惹起方法は ⅠⅠⅠ 型のア レル ギ ー 応答であるため, 免疫担当細胞の 活性化
による特異的抗体の 産生 , 補体の 活性化が関与して いる. 故に , 炎症の 促進i 抑制過程にお い て
種 々 の免疫担当細胞 炎症関連細胞に対し, C Sが極めて重要な役割を果たしていると考えられる.
今後, c s経 口摂取にお ける抗炎症活性の作用機序に つ いて , 経 口投与された C Sの 吸収機構と併
せて解明されることが期待される.
2節 抗アレル ギ ー 活性 の検討
血清中抗原 特異的IgE及びIgGl抗体俄 血清中遊離ヒスタミン , 接触性アレ ルギ ー を指標として,
即時型アレ ルギ ー に対する C Sの 経口的活性を評価したところ, 疾患に抑制が認められ, 抗アレ ル
ギ ー 活性の 肺与 が示唆された . また, 抗アレ ル ギ ー 活性が呈示された マ ウス の免輝線当細胞 の 表
面抗原解析を試みたところ, C Sを経口 投与した マ ウスで は粘膜免疫系における腸管上皮間リン パ 球
上 の T CRαβ陽性細胞, c D4 陽性細胞の組成比 の有意な増加が観察された･ また, 全身性免疫系
に おい ては牌細胞上 cD3e陽性細胞組成比の 有意な増加 ,cD45R/B220陽性細胞組成比 の有意な
減少が観察され, それら免疫担当細胞 の抗アレ ルギ ー 活性 - の 関与が示唆された. また, 2 次免疫
応答後に牌臓を摘出し,in心itn におけるサイトカイン産生能に つ い て検討したところ,C Sを経 口投与
したマウス の培養牌細胞は Th2型サイトカイン産生 に抑制が認められた. これらの知見は, 第2章に
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おける免疫化学的活性の 発現機序と相違するものと考えられるが, 何れも抗原特異的IgEを抑制す
ることは共通して いる. 今後, これら機能の活性発現機構を詳細に検討し, C Sが抗アレル ギ ー 活性
を有するプロ パイオティツクスとして 広く認知されることが望まれる.
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I. C S標準品
c s-A(15 kDa, ウシ気管軟骨)は新日本薬業(樵)より提供された.
c s-c(13 kDa, サメ軟骨)は生化学工業(樵)より提供された.
cs-c(3I kDa, サメ軟骨)は三栄源 FFI(樵)より提供された.
1
c s-B(16 kDa, ブタ皮膚), cs- D(26 kDa, サメ軟骨), C S-E(30 kDa, イカ軟骨)は生化学工業
(樵)より購入 した.
本実験で用いた C Sの 二糖組成をTableIに示す.
Table‡ Dis a c cha rideCo mpo n e nts ofOriginal C Sa ndChe micallyDe riv edC S
Un s attlr ated disa c cha ridc(%)
c s m ake r A D i-OS ADiJIS A Di-6 S A Di･d SE A Di JiSB A Di J iSD A Di
-Iri s
C S-A Shin - Niho nYakngyo Co .
C S-B Seikagaku Kog yo Co l
C S-C SeikagaktlKogyo Co.
CS-C San ･Ei Ge nF FI Co .
C S-D Seikagaku Kogyo Co ･
C S-E Seikagaku Kogyo Co .
Fully 0
-s ulfated C S-Aa
Parti ally 0-s ulfated C S
-A
de 0 -sulfated C S-A
1 0.1 4 9.2
I.5
6.2
3.9
I.9
1l.9
n .d.
2.1
9l.1
2 1.7
2 4.5
36.3
22.2
n .d
2.3
10 0. n .d.
40.0
1.7
62.0
53.9
41.0
10.0
n
.d.
3 7.7
n .d.
0.2 0.0 0.4 n .d.
n .d. 5.5 0.2 n .d.
1
.7 n .d. 8.4 n .d.
I.7 0.6 1 5.3 0.2
0.6 0.8 1 9.1 0 3
55.5 n .a. n .d. 0.4
n .d. n .d. n .a. n .d.
33.l n .血 ?.8 17.1
A .d. n .a. n.d. n.d.
aFully 0
-Sulfated C S ishighlyinhibito rytothe actio n ofcho nd mitinas eA B C
n .d. , n otdete cted.
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2. C S由来不飽和二 糖
A Di-OS
,
A Di-4S
,
AD ト6S
,
ADi-diSB, ADトdiSD, ADi-diSE, ADi-triS, ADi- UA2S.
以上 の 化合物は生化学工 業(樵)より購入した.
3. 酵素
C ho ndroitin aseABC (Proles v ulga ris EC 4.2.2.4),
C ho ndroitin ase A CII (ArthTIOba cterau rescen sE C4.2.2.5)
以上 の化合物は生化学工業(樵)より購入した.
4. その他
試薬は全て市販の 特級品を使用した. なお , 本研究で使用した水は, 逆浸透膜で精製した水を
Milli RO-Q (M illi-po reCo.)システ ム により18 MfVc m まで精製したもの を用 いた .
第 1牽 コ ンドロイチ ン硫酸簡易微量分析法の 開発と体内動態分析 - の応用
基盤
生体試料として血嫌はウシ 由来を Sigm a 社より購入し, 尿は健常人より採取 しキ. . 限外渡過膜ほ
Millipo re社製 uIJRA F REE- M C5,000 NM W L FilterUnitBIO M A X-5を用 い た･ 非特異的タン パ
ク質分解酵素Actin as eEは科研製薬より購入 した. イオン ペ ア試薬の T BAは和光純薬より購入した.
実験動物
第1章 の実験は全て雄性 ddY マウス 6週齢(日本 sL C)を用い , 1週間以上千葉大学薬学部動物
舎にお いて 予備飼育した後, 実験に供した. 予備飼育から実験中を通して 24℃, 湿度 40 ± 5 %
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に保たれたコ ン ベ ン シ ョナ ル 環境下 のチップゲ ー ジで飼育し, 食餌(ロ - デントダイエ ット Eq, SLC),
飲水は全て自由摂取とした.
星空岨 温匿
pu mp:
m lX er:
re age ntpu mp:
dete cto r:
re actionbath:
c olu m n :
c olu m nov e n:
dete ctor:
Intellige nt HPL CPu mpP u 980
Solv erltM ixingModu rateH G-980-31
SPU-2.5 N P
Intellige ntFlu o resc en c e-det cto rF P-920S
DryRe a ctio nBath D B-3
Se nsbuPak Do c osil(4.6 m mi.d. 汰 150m m)
WaterBath ln c ubaterB T+22
Chr om atoIntegrato rD-2500
日本分光工業(樵)輿
日本分光工業(樵)製
島村製作所製
I
日本分光工業(樵)輿
seishinPhar m. Co. Ltd.製
センシ ュ ー 科学製
ヤ マト科学(樵)輿
日立製作所製
辺生巳盆近
不飽和二糖標準品 の 分析は蛍光ポストカラム検出法を用いた逆相イオン ペ アクロ マトグラフィ ー に
ょり行っ た【40, 41]. 試料の 分離は Se nshu PakDo c o silカラムを用い , 流速 1･2 mL/ min, カラム 温度
60℃で行っ た. 4液グラジ ェ ント分析の ため, 溶媒は A, H20;B,0.2 M NaCl;C, 10m M T B A;D, 50 %
cH3C Nを用い ,0-10 min, 1-4% elu entB;10-llmin, 4-15 %elu ent B;ll-20min, 15-25% elu erltB;
20-22min, 25-53 %eluentB;･22-29min, 53 %elu e ntB で溶出を行い ,1 %elu entB,で20分間平衡化
した. elu entC は 12%, elu e ntD は 17%の
一 定濃度で送液した. ポ ストカラム試薬である0･5 %(w/v)2-
シアノアセトアミドと0.25M NaO Hはダブル プランジャ ー ポンプで両液とも流速o.5 mL/min で送液し
た . 混合液は反応 コイル(内径 0.5 m m; 長さ 10 m)を通過 中にドライ反応槽を用 い 110℃ で加熱反
応し, 冷却 コイル(内径 o.25m m; 長さ 3 孤)で冷却した . 反応後は励起波長346n m, 蛍光波長410
n m で蛍光検出した .
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第2草 マ ウス牌細胞におけるコ ンドロ イチン硫酸の免疫化学的括性
塞駿勤勉
第 2牽の 実験は全て雌性 BA L B/c マウス 6週齢(日本チャ ー ルズリバ ー)を用い , l週間以上 国立
医薬品食品衛生研究所動物舎に おい て予備飼育した後, 実験に供した. 予備飼育から実験中を通
して23 ± 2℃ , 温度55 ± 5 %に保たれたsp F環境下の チップゲ ー ジで飼育し, 食餌(C RF-1, オ
l
リ エ ンタル酵母), 飲水は全て自由摂取とした.
免 i
本章における免疫計画をFig. IIに示す. すなわち, o vA 20pg及び A L U M 2mgを400pL の生
理食塩水に溶かし, マウス に腹腔投与(l次免疫)し,14日後に同量 の投与(2次免疫)を施し, 翌日に
牌臓を摘出した .
『 ト
1
_
w
_
e e
_
k
…
B A L B/c mice
Fem ale,6 w eeks
Ha Ⅳest(splee n)
15 day
与
1
0 day
lstim m u niz atio n
O V A 2 0トLg
A L U M 2m g(i.p.)
1
14 day
2nd im m u nizatio n
O V A 20pg
A u l M 2 mg(i･p･)
Fig･ ⅠⅠ Schedtle a nd c onditions ofim m tmiz atio n
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培地調製
･R P MI-1640 m editl m
RP MI-1640powder(GIB C O 31800-22)
lN HCl
lM H E PE S(pH 7.2 with NaO H)
ka na mycin s ulfate(200mg/rnLs a一in e)
7.5 %s odiu mbic arbo n ate
10.4g
2.5 mL
10mL
O.3 mL
20mL
loo°mL
500mL
50mL
5 mL
5 mL
呈乏旦盛
550mL
ICo mplete m ediu m
RP M ト1640m ediu m
FB S
O.I M pyru vic a cid
･N a
O.2 M しgluta mine
5 汰10-
5
M 2_ m e r c aDtO etha n ol_(2二迦塁
steriliz ed(0.22pm)
盤連盟些速星
2 次免疫感作後, 血清中抗原特異的抗体価 の上 昇を確認した後に牌臓を摘出した･ 摘出した牌
臓を滅菌シャ ー レ中 co mplete培地内で脂肪などを洗浄した後に細断し, 更に70L皿 セ ル ストレイナ
-(F ALC ON, 352350)で漉して細胞を懸濁させた･ シ ャ
ー レ中の牌細胞懸濁液を滅菌チ ュ ー ブに移
し
,
1600x g, 4℃ , 5分間遠心分離で 2度洗浄した後に血球計算板で生細胞数を計数し, 5 Ⅹ 10
6
c ells/mL に調製した .
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局
細胞混濁液を2 mL/w ell で24穴プレ ー トに加えた後, ovAを最終濃度 100pg/mLとなるように 添
加 し, 37℃ , C O2浪度5 %の 条件下にて培養した. 一 定培養期間後に w ell中の牌細胞及び上清を
滅菌チ ュ ー ブに回収し,1600xg,4℃ ,5分間遠心分離で上浦を採取し - 80℃ で保存した.
Q &
J
･ o一硫酸化反応
Fig. ulに 示した方法で行 っ た[114, 115]. すなわち, 硫酸化試薬であるビリジン
･ 三酸化硫黄は,
c s鎖の遊離水酸基 1 モ ル に対して 15 モ ル 加えた. 部分的 o-硫酸化は0℃ ,1時間, 完全 o凋己酸
化は 40℃ ,l時間の反応を行っ た .
･ 脱 o-硫酸化反応
Fig. IV に示 した方法で行 っ た[116]. すなわち,C Sをカチオン交換樹脂(Dow ex50-Ⅹ8(H
＋
,
20m m
i.d. 汰 100 m m))を用 い てビリジ ニウム塩とし,10 % メタノ
ー ル含有 D M S O に溶解し,80℃ で 5 時間反
応させた後 1M NaO H でpH 9- 9.5 に調節し, 透析した後凍結乾燥した･
lH_N M Rス ペクトル
c s試料 1.0 mgは重水(Ardrich社製, 純度99.96 %)500pL に溶解し, 凍結乾燥を卿 返し, 交換
可能なプロトンを除いた後 p205存在下 24時間減圧乾燥した. 完全に乾燥した C S試料は重水 500
pL に溶解し, wi lm ad社製 NM R測定管pp-528(5･O m m o･d･ 汰 2 50 m m)に入れ , 測定に用いた･ 測
定は, プロトン 400M Hz(日本電子株式会社製 G S X40)の 共鳴波数で行っ た･ 測定条件は以下 の
通りである. 観測幅, 8 k Hz; パ ル ス幅,45
o
(4.90 ps e c); サンプリングポイント,32 k; パ ル ス 間隔, 2
s e e; 積算回数,400回; 温度,303 k., 定量及び化学シフトの 基準として3-トリメチ ル シリル プロ ピオン
酸ナトリウム(Aldricb社製)を用 いた .
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Sodiu m s altofC S(inta ctC S) 100mg
w ate r 5 mL
pas s edthr o ugha Do wexSO W-Ⅹ8c olu m n
(H＋, 200-40 m e sh, 7.5 m mi.a. x 87 m m)
Efnu e nt
卜忘
tri- n -butyla min e
iliz ed
Tri-n -butylamin e s alt ofCS
long
i
N
,
N-dim ethylfor m amide(DM F)
pyridin e-s ulfurtrio xidein D MF
(15 m ol/equiv. ofa vai1able - O Iigr o up)
stirr ed at O℃ for1hrbartialy0-s ulfatio n)
Or
stirr edat4 0Qc for1hr(fully0-sulfation)
w ate r
adju stedpH9.0 withl･O M NaOH
3v ol. etha n ols aturated with C H3C O O Na
keptatO
o
C for1hr
c e ntri fuged at1,800Ⅹ gfbr30min at 4℃
dialyz edagain stdistilled w ater
lyophiliz ed
Pr e cipitate
Sodiu m s altof0-s ulfatedC S
Fig･ Iil Pr o c edtlreEorthe 0
-st1lfatio n of C S
100トIL
80トtL
800トLL
1.6 mL
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Sodiu m s alt ofCS(intactCS) 100mg
w ate r 5 mL
pas s edthr o ughaDo w e x50 W
- X 8c olu m n
(H＋, 200-400m e sh, 7.5 m mi.d. x 87m m)
E庁Iu e nt
pyridiniu m s alt ofC S
dim etbyls ulfbxide(D MS O)
c o ntaininglO% MeOH
stirr ed at 80
o
C fo r5hr
adjustedpH 9.0 withl･O M NaO H
dialyz edagain stdistilledw ater
lyophilized
s odiu m s alt of de0-s ulfatedC S
Fig･ⅠV Pr o c edu refo rthede 0
-s tl fatio n of CS
1 mL
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測定は,PharMil聯 n 社 の OptEIA
TM setを用い て行っ た.
抗 マウス各種サイトカインモノクロ - ナ ル抗体を固相化緩衝液(0.1 M c arbo n ate, pH 9.5もしくは0.2
M s odiu mpl- o sphate, pH6.5)で至適浪度に希釈し,96w e11マ イクロプレ
ー トに100pL/w ell加え,4℃
で 一 晩静置して 1 次抗体を固相化した . 固相化 の後に w ell内を洗浄し, 典雑物をブロッキングする
ために 10 %FC S含有 p BSを200pL/w e11加 え, 室温下 1時間静置した･ ブロ ッキングの後に w ell
内を洗浄し, 牌細胞培養上 滑を100pL/w ell加え, 室温下2 時間静置して,1次抗体と上滑中サイト
カイン を抗原抗体反応させ た. 抗原(1 次)抗体反応の後に w ell内を洗浄し, ビオチン標織抗マウス
各種サイトカイン モノクロ - ナル 抗体及びアピジン標織 HRPを10 % FC S含有 pB S で至適濃度に希
釈し,100pL/w e11加 え, 室温下 1時間静置して 1次抗体と結合したサイトカインと2次抗体を抗原抗
体反応させた. 抗原(2次)抗体反応の後に w ell内を洗浄し, 酵素反応の基質として ,T M B及び過酸
化水素混合液を100pL/w ell加 え, 暗中室温下 30分間反応させた･ 酵素反応の後に1 M リン酸
50pL/w ell加え反応を停止させ, 450n m の 吸光波長を紫外可視マ イクロプレ
ー トリ ー ダ ー (E m ax,
M ole c ula rDevic es社)を用い , エ ンドポイントで測定した. サイトカイン量は濃度既知標準品を用い て
検量線を作成して定量した .
主 軸 定量
･牌細胞totalR NA の 精製
牌細胞を PBS で洗浄した後に滅菌チ ュ ー ブに移し, 平衡化中性フ ェ ノ
ー ル(TRIz ol
◎
,
.
GIB C O
BRL)1 mL を加 え21G の 注射針を用いて細胞膜を破砕した･ 5分間室温で静置した後,200pL
のク
ロ ロ ホ ル ムを加 え20秒間激しく撹拝し,3分間室温静置した後12,000Ⅹ gで 15分間遠心分離した･
遠心分離後, 水層を別 の チ ュ ー ブに移しイソプロピ ルア ル コ
ー ル を50叫L加え,10分間室温で静置
した後1 2,000Ⅹ gで 10分間遠心した･ 上清を除去し70 %エ タノ
ー ル I mL を加 え, 15,000汰 gで 5
分 間遠 心 し , 核 酸 を沈 殿させ た ･ 以 上 の 操 作 は RNa s efree の 環 境下 で 行 い ･ 水 は全 て
D E P C(diethylp yro c arbo n ate)処理したもの を用 いた ･
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･定量的 RT-P C R に使用するプライマ ー とTaqM an プ ロ - ブ の設計
プライ マ ー 及びブロ ー プは Prim erExpres s
TM
(pE バイオシステ ムズ)を用い て設計した･ IFN-γおよび,
GA PD Hの cDN Aは, Overberghらの塩基配列を用 いた[117]. G APD Hの Taqm a nプ ロ
- ブの 蛍光
色索に は V IC, IFN-yのプ ロ - プ の蛍光色索は F AM とした. Table IIに本実験にお いて 用いた
TaqM a nプロ
ー ブ
,
プライマ ー の 塩基配列とア ンプリコ ンサイズを示した ･
Tab且eⅠ‡ Prim er a nd Pr obeSeque n c e sforⅠF N-† a nd GA PD 認
Sequ e n ce(5
'
一 3
`
) Amplico nlength(bp)
IF N-†
GAP DH
T P:
R V:
F W:
T P:
R V:
F W:
TCA C C A T C C T T T T GC CA 仁 T T C C TCAG 92
T GG C T C T G CAG OA T T T T C A TG
TC AAGTG G C A T AG T G TGG A A G A A
TG CA T C C T G C A 仁 C AC C A A C T O C T T A G 2 36
G GC A TG GA C T G TG GTCA T G A
T TC A C C A C C A T G G A G A G G GC
T P, TaqM a nprobe;R V, reve rsepn m er;F W,for wardprim er･
R VandFW a re alwayslo c ated in differe rlteXOnS･
Fluo r oge nicprobes ar eFA MorV I C
･labeledat the5
'
e nd a nd T A M RA-labeledat he3
'
e nd･
Al lCD NA sequerlC e S W ere Obtained 伽 m the Ge nbnk database ･
･ RT_P CR による m R N Aの定量
Gen eQu a ntII(Am e rsha mPhar m a ciaBiote ch社)を用 い, 26011 mで抽出液中の R N A濃度を測定し,
試料濃度を約 100ng/w e11 に調整した. リア ルタイム R T-P CR に8j:, ABIP RIS M770, Sequ e n c e
Dete ctio n Syste m(PE Bio syste m s社)および TaqM a n Rev ers eTr anscriptio n Reage血s及 び ･恥qM a n
univ ers alPCR M a sterM ix を用 いた. pc R反応はTw oStepRT-PC R法で, 反応液量は50pLとした･
サ ー マ ル サイクラ ー の条件は逆転写 48℃(30min),A mpliTaqGoldを95℃(10min)で活性化した後,
95℃(15 s e e), らo℃(1 min)の 条件で P CR 反応を 40 回まで繰り返した･ 得られたデ
ー タは P RIS M
7700付属の ソフトにより解析をした. RT-PCR は3重測定を行い ,2ウニ ル以上で再 現性の ある結果の
平均値を採用した .
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cels(/100pLP BS)の牌細胞をF AC Sチ ュ ー ブ(F A LC O N, 2054)に移し, チ ュ ー ブ内で 250
ngの抗 マウス C D16/32(Fc†lII/IIr ec epto r, FcBlo ck
T M
)と4℃ , 遮光下5分間抗原抗体反応させた. Fc
受容体をブロックした牌細胞をP BS で洗浄した後, 蛍光標織抗体(FIT C, 丑u o res c ein is othio cya n ate
標織抗体250ng, PE, phycho erythrin標織抗体100ng, PerC P, peridinin chlor opyllprotein 標織抗体
200ng)をチ ュ ー ブ内に添加 し4℃ , 遮光下 40分間艶色した. PBSで 2回洗浄した後,500pL の 2 %
F BS 含有 p BS に懸濁させ, FA C S Calibu r
TM
(Becto n DickirlS O n社)で測定した. 得られたデ ー タは
cellQLleStソフトにより解析した.
第 3 牽 コ ンドロイチン硫酸経 口投与による生理活性の検討
基数勤勉
第3章の 実験は全て雌性 Balb/c マウス 6週齢(日本チャ ー ル ズリバ ー)を用 い, l週間以上国立医
薬品食品衛生研究所動物舎にお いて 予備飼育した後, 実験に供した. 予備飼育から実験中を通し
て, 23 ± 2℃ , 湿 度55± 5 % に保たれたS PF環境下 のチップゲ
ー ジで飼育し, 食餌(CRF-1, オ
リ エ ンタル 酵母), 飲水 は全て自由摂取とした .
虹 塞起[118,119]
II型 コラ ー ゲン誘導関節炎晩 C ho nd,ex社製の 関節炎誘導モノクロ
- ナ ル抗体(Arthogen- CIA
⑥
m Ab)を用 いた . すなわち,ⅠⅠ型コラ ー ゲンに特異的な4種の モノクロ
- ナル 抗体混合品2 mgを尾静
脈内より投与し, そ の 3 日後に50pg(/100pL s alin e)の LPS(strain, 011:B4)を腹腔内に投与して関
節炎を惹起させた.
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･肥厚度測定法
抗体投与6 日前より投与後24日までの 31日間の試験期間中, マウスの 四肢関節 の肥厚は, 肢瞳
浮腫容横測定装置(DialThickn essGa uge, Pea c o ck)で測定し, 拘肢の合計を重篤度とし, 各群の 平
均により比較を行っ た.
･ s cor e法【96]
抗体投与 6 日前より投与後24日まで の31日間の試験期間中, マウス の 四肢を観察し, 下記の基
準に従っ て関節炎の重篤度 の評価を行っ た. 重鱒度の採点払は, それぞれ の肢に つ い て 0
-4 点
を付け, 四肢の合計を重簾度とし, 各群の平均により比較を行っ た･ 以下に各点数の症状を示した･
o: 症状なし
1: 1本 の指の 腫脹及び発赤
2: 2本以上 の指の 腫脹及び発赤
3: 瞳の腫脹及 び発赤
4: 肢全体の 腫脹及び発赤, 関節固着
免疫計画
本章にお ける免疫計画を Fig. V に示す. すなわち, O VA 20pg及び AL U M 2mg, 叫くは
DN P- O V A 10pg及び A L U M4 mgを400pL の生理食塩水に溶解し, マウスに腹腔投与(1次免疫)
し
,
10 日後に 同量 の投与(2次免疫)を施し, 17 日後に採血した翌 日に牌臓を摘出した ･
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18 day
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O VA 的Ⅰ E 抗体価の 測定法
試薬調製
･15m M Pho sphateBufferSaline(P B S)
NaC1 8.0g
K CI 0.2g
Na2H PO4･12H20 1･16g
0.2壁_2PQA
loo°mL(pH 7.0)
･o.o5M c arbo n ate-bic a rbo natebuffer
NaH C O3 0･42g
Na2C O3 0･53g
虹 g
lOOO mL(pH9.5 with 1M H Cl)
75 Mate,b 丘a nd 触thods
実験の部
･0.1 % Cas ein PB S
幽 ⊥g
15 m M PB S 100mL
･β- Gala cto sida se-1illkedgo ata ntトr abbitlgG(β- GaトG A R･IgG)
1.5 m M MgC12-0･l% CaseinP BS
岨 ⊥
0.1 % Cas ein P BS3 mL
β- GaトG A R lgG
β- Gal- C A RIgG 5pL
地
1.5 m M MgC12-0.1% Cas ein PB S 5mL
･o.1 m M 4- M ethylu mbelliferylβ-D- Gala ctoside(4- M U G)
0.1 Mphosphatebuffer
N a2H P O4
･12H20 7･1628g
NiAtb2fQA &
250mL(pH 7.39)
A(in s oluble)
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0.1 m M 4- M U G
4- MU G
MgCl2
辿迦 +
6.766mg
28･56mg
⊥ g
0.1 Mphospbat¢bu飽 r200mL A(i11SOlubl¢)
o.1 m M 4- MU G溶液 10 m い こ5 Ⅹ10
- 5
M 2- M E200ドL を加えて基質溶液とした･
鼓厘捜塾迫鼓鎧塵測度迭
Radioallergo sorbent(RA ST)法の原理 に基づく EIAを応用して行っ た【120, 121]･ その方法をFig･
ⅤⅠに示す.
抗原(OVA及び D N P- OV A)を0･05M c arbo n ate-bic a rbo n ate で希釈し, 96 w e11マイクロプレ
ー トに
50pL/w ell加え,4℃ で
一 晩静置して, 抗原を固相化した ･ 固相化の後にw e11内を洗浄し, 爽雑物を
ブロ ッキングするために0.1% Ca s ein-P B Sを200pL/w e11加え室温で 1時間静置した･ ブ ロ ッキング
の 後に w e11内を洗浄し,0.1% Cas ein -PBS で希釈した血清試料を50pL/w ell加 え,4℃ で1 日静置し
て
, 固相化抗原と血清中抗体(l 次抗体)を抗原抗体反応させた･ 抗原(1 次)抗体反応の後に w ¢11
内を洗浄し, ウサギ抗 マウス 抗体(2次抗体)を50LL /w ell加え, 室温下1 時間抗廃抗体反応させた･
抗原(2 次)抗体反応 の後に w ell内を洗浄し,P- GaトG AR IgG(3次抗体)を50pL/w e11加え, 華卑下
抗原抗体反応させた. 抗原(3次)抗体反応の 後に w e11内を洗浄し, 酵素反応の 基質として 0･1 1 m M
4- M UG を100pL/w ell加え, 37℃で 1 時間反応させた･ 酵素反応の 後に 1 M 炭酸ナトリウ
ム 25
pL/w ell加 え反応を停止させ , 反応産物4- m ethyトu mbellifer o n eの蛍光強度を励起波長330
n m
, 栄
光波長453n m の吸収波長を蛍光プレ
ー トリ ー ダ ー で測定した･ 各検体の 抗体価は, c o ntrol群の 血
清中抗体の示 した蛍光強度の l/2倍の値を示す希釈度(力価)で表した ･
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w ells c o ated with 50トLLof 20トLg/mL O V Ao rD N P
- O V A
keptfo r1dayat4
o
C
w a shedwith 15m M P BS-0.05 % Tw e e n20(x4)
blo ckedwith200トLL ofO.1 % Ca s ein
-P BS
fo r1hr atr o o mte mper atu r e
w ashedwith15 m M P BS-0.05% Tw e e n20(Ⅹ4)
50pL ofdiluteds er u mfor1dayat4℃
wa sbedwith15mM P B S-0.05% Tw e e n20(Ⅹ4)
50pL of dilutedr abbita nti- m ous eIgE o rlgGl(Fc)
for1hr atro o mtempe r atu re
w asbed with15mM P B S-0.05 % Tw e en2 0(x4)
50トLLofdilutedβ- galacto sidas e-linkedgo at
anti-r abbitlgGfor1hr atr o o mte mpe r atu r e
w a sbed with 15m M P B S-0.05% Tw e e n20(Ⅹ4)
100トLLofO･1 m M 4
- m ethylu mbel ife ryl
-
P-galacto sidefo r1 hr atr o o mte mpe ratu r e
25トLL oflM Na2CO3
m e asur e m e ntof nu o r e s c e neinte n sity
(Ex. 33 0n m, Em ･ 453n m)
Fig･ Ⅵ Pr oce血 r e ofa s s ay of the OV A
-spc ciTIC‡gEI[gGlin m o u s e s e nlm
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蔓企員型動乱変造【12 2]
塩化ピクリル が1 %となるようにア セトンに溶解したものを用い た. 方牲をFig. ⅤⅠⅠに示す .
D N P- O VA による2次免疫応答後, 血清中IgE 抗体濃度の 上昇を確認 した後, 塩化ピクリル塗布
による抗原刺激を行 っ た. 測定は, 耳 の薄い 部分 の方が観差が少ないこと, 及び弾力性があるため
測定中に目盛が徐々 に低値を示すことから, 耳の 薄い 部位に対して測定時間を 2 秒と
一 定して, 耳
介浮腫容積測定装置(Dial Thickn essGa uge, Pe a c ock)で測定した. 塩化ピクリル 10pL/匹をマウスの
左 耳の 衆寡に塗布したl 時間後の 左耳 の肥厚を測定し, 感作前の厚さとの差を腫脹とした･
fe m aleB A LB/c mice
1stim m u nizatio n
(DNP-O V AIOトLg＋ A L U M4 mg)
10 days
2ndim m uniz atio n
(D N P- O V A IOトLg＋ A L U M4 mg)
9 days
Antige n- addito n o nthe e ar,
(10トLL of l%picrylchloride
in a c eton e)
1 hr
m ea su re m e ntofthe e arthickn e ss witha n uprightdialga uge
Fig･ V IⅠ Pr o c edu r eFo r as say oftheinhibitio n ofe a r s w e
llinglnim mtl niz ation mic e
●
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pu mp:
degas ser:
detector:
pre- c olu m n:
trap-c olu m n:
analysts- C Olu m n:
c olu m n o v e n:
syste m c o rltr Oler:
integr ato r:
LC9 Ax3
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R F-10A X L
Shin -pa ckF AG-SP(10m m 汰8 m mi･d･)
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S血im -pa ckIS C-05(38 m m x4･6 m mi･d･)
CO-8010
S C L-6B
C R7 Aplu s
島津製作所製
島津製作所製
島津製作所製
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弘 盆近
血清中遊離ヒスタミン の分析は蛍光ポストカラム 検出法を用 いたイオン交換クロ マトグラフィ
ー により
行っ た[123, 124]. フ ロ
ー ダイアグラムをFig･ VIIIに示す･ 試料の 分離は Shim -pa ckFA G-SP 及び
shim -pa ck IS C-05カラム を用い , 流速o･6 mL/min, カラム温度50℃で行っ た･ カラムスイッチング分
析の ため, 溶媒は A, 100mM E D TA･2 Na(pH 6.0)c ontaining10 m M S DS;B, lo m M E D TA
.2Na
(pH 8.5)c ontaining1 MNaCl4;C,3･7 血MOPA dis s olv ed in6･O m M NaH2P O4 C O ntaining5
0/?C甲3C N
(pH 2.8);D,100mM E DTA
･2Na(pH8･5)を用い , 嘘 と 生 盈逆ヒ
乏 必 ±旦のタイムプログラムで 2段カラム スイッチングを行い; 初
期条件で 20分間平衡化した. ポ ストカラム試薬である O PAは 0･3 mL/min の
一 定流速で送液した･
反応後は励起波長360n m, 蛍光波長 440n m で蛍光検出した･
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試薬調整
･5 %FB S- ‖anks
l x Ha nks(Phe n oI Red, Ca
2'
, Mg
2＋% #)
非働化 FBS
95 mL
5 mL
loomL
l mL
9 m L
10mL
0.9 mL
2.1 mL
3.0 mL
･100 % P¢･r co11
10Ⅹ Ha nks
per collT M(A m e rsha m Bio s ci9_珪些担
･70% Perc oll
l x ‖anks
lOO %Perc oll
IEL採取法
マ ウス を屠殺後, 十 二指腸 から回腸末端まで の 小腸を摘出し, 腸表面が乾燥しないように 1 x
Ha nks(4℃)入りの シヤ - レ に入れた･ 25m L 用注射器 の先端を回腸末端側に押し込み , 腸内容物を
1 Ⅹ Ha nks(4℃)で洗浄した ･ 防水 ペ
ー パ ー に Ix ‖ anks(4℃)を湿らし, そ の上 に洗浄した小腸を置き,
Ⅰ.p.チ ュ ー ブ(Be cto n Dickin s o n, 脳血管撮影用 穿利用)を用 いて十二指腸側を腸管内にめり込 み
な
がら反転させた. 反転した腸管を4等分し,37℃ の 5 % FBS-‖anks45mL 中に移し, 恒温槽で
45分
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間, 150 rpm で振塗させた . 坂漁後, ガラスウ ー ル カラムを用い て残糞, 腸上皮凝集物などの 大型異
物を除き, 5% FB S- ‖a nks(室温)をカラム に通して, 細胞回収を完全に行っ た. 室温 1,200x g, 10分
間遠沈し,5 m Lを残して上清を捨て細胞を再浮遊させた. 15 mLチ ュ ー ブに100 % Per coll3 mL(塞
温)を予 め 入 れ , そ れ に 5 m.L の 細胞浮 遊液を入 れた後 , 全容が 10 mL になるまで 5 %
FB S- ‖a nks(室温)を加えて, よく混和させた(30% perc oll). 室温l,800Ⅹ &20分間遠沈し,1 mL残し
て上滑を捨て , 細胞を再浮遊させた後, 100 %Perc oll4.1 mL(室温)を加えて混和し, 再び全容 10
mL になるまで 5% FB S- ‖a nks(室温)を加えた(44 %Per c oll). 次に, ロ ングパスツ
ー ル を用い て 70 %
per c oll2 mL(室温)をチ ュ ー ブの底に加え, 重層した状態で, 1,800Ⅹ g, 20分間遠沈した(遠決後,
44 %と70 % Per collの 境界にIEL層が集積する). パ スツ ー ルピ ペ ットでリン パ 球層を採取し15mLチ
ュ
ー ブに移した. その 後, 5% FB S- ‖a nks(4℃)で 2 度洗浄した後に血球計算板で生細胞数を計数し
た.
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